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CARACTERIZACION MORFOGENETICA DE ACCESIONES DE Jatropha curcas L.
RECOLECTADAS EN EL ESTADO DE VERACRUZ, MEXICO
Ivan Zavala del Angel, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2016
Jatropha curcas es una planta oleaginosa nativa de México y Centroamérica. El cultivo de esta
planta se reconoce como una opcion viable de materia prima en la produccion de biodiesel, en
funcioén del alto contenido de aceite en la semilla (=40 %). Sin embargo, poco se ha avanzado en
identificar y seleccionar materiales que muestren caracteristicas promisorias en cuanto a la
produccion y calidad de aceite. El objetivo de este trabajo fue caracterizar morfogenéticamente
accesiones de J. curcas recolectadas en diferentes condiciones edafoclimaticas del estado de
Veracruz. Se realiz6 una busqueda de accesiones de J. curcas en el estado determinando su
localizacion y distribucion geografica, la diversidad genética existente mediante el uso de
marcadores moleculares, caracteristicas morfologicas de semilla y algunas propiedades quimicas
del aceite. La planta esta ampliamente distribuida en todo el estado, principalmente en altitudes
menores de 500 m. El andlisis de diversidad genética, mostré que las accesiones recolectadas en
la parte norte del estado tendieron a agruparse y aunque hubo variaciones en el tamafo de las
semillas no se correlaciond genéticamente. De acuerdo con los andlisis de contenido de ésteres
de forbol, se encontraron materiales toxicos y no toxicos. Las plantas toxicas (0.12 a 0.66 mg/g
de forbol) se localizaron en el centro y sur del estado, mientras que las no toxicas en las regiones
Huasteca alta, Huasteca baja, Totonaca y Nautla. Se concluye que, en el estado de Veracruz es
posible encontrar germoplasma de J. curcas que puede ser utilizado para mejoramiento genético

en la obtencidn de variedades no toxicas lo que potencializa el uso multipropdsito de la planta.

Palabras clave: Diversidad genética, ésteres de forbol, Jatropha curcas, Veracruz
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MORPHOLOGICAL AND GENETICAL CHARACTERIZATION OF Jatropha curcas L.
ACCESSIONS RE COLLECTED FROM VERACRUZ STATE, MEXICO
Ivan Zavala del Angel, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016
Jatropha curcas is a native oleaginous plant from Mexico and Central America. The cultivation
of this plant is recognized as a viable option of feedstock, for biofuel production fort its high oil
content in the seeds (=<40%). However, little progress has been made in identifying and selecting
materials that show promising characteristics in terms of production and quality of oil. The aim
of this study was to characterize morpho and genetically J. curcas accessions collected from
different soil and climatic conditions in the state of Veracruz. A search for accessions of J.
curcas in the state was conducted and its location and geographical distribution, genetic diversity
with molecular markers and morphological characteristics of seeds and chemical of oil. It was
found that the plant is distributed throughout the whole state, mainly at altitudes less than 500 m.
Genetic analysis showed that the accessions collected in the northern part of the state tended to
cluster and although there were variations in the size of the seeds they were not genetically
correlated. According to the phorbol analysis, toxic and non-toxic accessions were found. Toxic
plants (0.12 to 0.66 mg / g phorbol esters) were located at the center and south of the Veracruz,
while non-toxic at regions: Huasteca Alta, Huasteca Baja, Totonaca and Nautla. According to the
data obtained germplasm of J. curcas can be found in Veracruz, that can be used for breeding in

obtaining non-toxic varieties, which potentiates the multipurpose use of the plant.

Key words: J. curcas L., biofuels, diversity, morphological traits
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INTRODUCCION GENERAL
J. curcas es un arbusto perene, caducifolio, de tallo suculento perteneciente a la familia
Euphorbiaceae (Maes et al., 2009). Crece en variadas condiciones climdticas, aunque se
desarrolla mejor en los tropicos, donde las temperaturas medias estan entre los 20 °C y 28 °C y se
alcanzan precipitaciones anuales superiores a los 600 mm (Trabucco et al., 2010). México forma
parte del centro de origen (Ovando-Medina et al., 2011a), debido a que de 186 especies de
Jatropha conocidas en el mundo, 48 (26 %) estan presentes en el pais, de las cuales 39 son
endémicas (Steinmann, 2002).
En México J. curcas se distribuye ampliamente en regiones tropicales y subtropicales de los
estados de Yucatan, Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Puebla, Morelos, Nayarit, Jalisco,
Michoacén, Sinaloa y Veracruz (Rodriguez-Acosta et al., 2009).
Alrededor del mundo, se han descrito una gran diversidad de usos para las diferentes partes de la
planta. Sin embargo, recientemente ha cobrado importancia debido a que el aceite, extraido de
sus semillas, tiene grandes posibilidades de ser utilizado como materia prima para la fabricacion
de biodiesel (Abdulla et al., 2011; Luijten y Kerkhof, 2011).
La transformacion del aceite de J. curcas en biodiesel, puede lograrse mediante una reaccion de
transesterificacion con metanol en presencia de un catalizador basico, obteniéndose ademas del
biodiesel, glicerina como subproducto (Achten et al., 2008).
Desafortunadamente el establecimiento de plantaciones comerciales de J. curcas en México y en
otros paises, se ha visto limitado por problemas como: 1) alta variabilidad de rendimiento entre
plantas 2) asincronia en la maduracion del fruto, 3) presencia de compuestos toxicos en el aceite
y subproductos, y 4) ataque de plagas y enfermedades. Lo que refleja el poco conocimiento que
se tiene sobre la planta y que alin se encuentra en un proceso de domesticacion, y por tanto se
requiere seleccionar individuos con caracteristicas sobresalientes para integrarlas en programas
de mejoramiento genético.
Para su incorporacion a un sistema productivo comercial, es deseable contar con materiales
genéticos que puedan tener altos rendimientos de fruto, semillas y aceite, para abastecer la
demanda agroindustrial para la produccion de biodiesel.
En la produccion del biodiesel, tiene importancia la cantidad de aceite que pueda extraerse de la

semilla y la calidad del mismo. Mayores rendimientos pueden esperarse cuando el aceite



utilizado contiene altas concentraciones de acidos grasos monoinsaturados como el acido
palmitoleico y oleico (Berchmans y Hirata, 2008).

En Veracruz, existe conocimiento empirico sobre la planta en las personas que la poseen y que la
han cultivado por afios para usos tradicionales diversos. En la medicina, las semillas y el aceite
se han utilizado como antihelmintico y agente purgante (Kumar y Sharma, 2008); el latex como
cicatrizante de heridas y control del herpes; de las hojas se han aislado sustancias con
propiedades antiinflamatorias (Giibitz ef al., 1999).

No obstante que en semillas de J. curcas se han encontrado sustancias altamente toxicas, como
los ésteres de forbol y otros compuestos antinutricionales (saponinas, fitatos, inhibidores de
tripsina y lectinas) se ha documentado que en las regiones del Totonacapan y Maya en los
estados de Veracruz y Quintana Roo en México, se da el uso alimenticio empleando las semillas
(Makkar y Becker, 1997; Makkar et al., 1998b; Valdes-Rodriguez et al., 2013).

La presencia de materiales toxicos y no toxicos en Veracruz (Herrera et al., 2010), obliga a la
realizacion de estudios encaminados a medir la diversidad genética de estos materiales. Si bien la
caracterizacion morfologica es una herramienta til para seleccionar caracteristicas promisorias,
el empleo de marcadores moleculares como los microsatélites ofrecen ventajas adicionales, como
por ejemplo no ser afectados por el ambiente.

En este sentido, el objetivo de esta investigacion fue caracterizar morfologica y genéticamente
accesiones recolectadas en el estado de Veracruz, a fin de identificar materiales promisorios, que

en un futuro puedan ser utilizados en la generacion de variedades comerciales.



1. Planteamiento del problema

Ante el escenario evidente del agotamiento de reservas petroleras en el mundo, aunado a la
necesidad de dar proteccion del ambiente, el tema de las energias renovables ha cobrado interés
como una prioridad en las agendas de muchos paises, particularmente en paises desarrollados.

La primera gran crisis del petréleo ocurrida en 1973 provocd un encarecimiento notable de ésta
fuente de energia, por lo que surgio la preocupacion sobre el suministro y precio futuro del
petrdleo. Los paises consumidores dependientes de éste combustible fosil, tuvieron que
modificar sus politicas energéticas y buscar opciones para reducir su dependencia a fuentes no
renovables (Pousa et al., 2007).

Segun la AIE (Agencia Internacional de Energia), la demanda mundial de petroleo llegarda a 116
millones de barriles diarios (mbd) en 2030 (de un valor de 84 mbd en 2005), lo que equivale a un
incremento de 38% en ese periodo. Es por ello urgente la utilizaciéon racional de la energia
convencional y la sustitucion de los combustibles fosiles por otros tipos de energia. Esto requiere
de una politica energética que permita disminuir la actual dependencia del petrdleo e impulsar la
transicion hacia las energias alternas y renovables (Solomon ef al., 2015).

Hoy en dia muchas de las tecnologias de aprovechamiento de energias renovables han madurado
y evolucionado, aumentando su confiabilidad y mejorando su rentabilidad para muchas
aplicaciones. Sin embargo, atin no han logrado alcanzar la preponderancia esperada (Al-Amir y
Abu-Hijleh, 2013).

Dentro de las energias alternas, las fuentes renovables ocupan particular atencion. Estas son
aquellas que por su capacidad de regeneracion natural y cantidad en relacion a los consumos que
los seres humanos pueden hacer de ellas, son inagotables y su explotacion con responsabilidad
poco afectan al ambiente (Estrada y Islas, 2010).

La bioenergia o agroenergia es la energia que se obtiene de materiales organicos de origen
biologico y ha sido utilizada como combustible a lo largo de toda la historia de la humanidad.
Los materiales orgéanicos de origen bioldgico proporcionan segun su origen y procesamiento,
energia técnicamente util y factible de aprovechar desde el punto de vista econdomico en las tres
formas fisicas, solido (Contreras-Hinojosa et al., 2003), liquidos (Bhuiya et al., 2014) y gas
(Luijten y Kerkhof, 2011).

El uso de la bioenergia tiene importantes ventajas, que la hacen sumamente atractiva para ser

usada como energético. Puede reducir las emisiones que contribuyen al cambio climatico, es la



unica fuente de energia que puede sustituir a los combustibles liquidos y se puede almacenar
facilmente como el petroleo y el gas (Navarro-Pineda et al., 2016).

Es de esperarse que en paises ubicados en las franjas tropicales y subtropicales, sean los
principales proveedores de materias primas para la industria de la bioenergia. Sin embargo, en
paises como México, no existe aun un marco normativo suficiente para la produccion,
comercializacion y utilizacion de biocombustibles liquidos. Otras problematicas involucradas
son: la falta de una politica energética integral que contemple a la bioenergia, mantenimiento de
subsidios a los combustibles fosiles que limitan el margen de accion de los biocombustibles y asi
como la falta de una visién integral que incluya a todos los actores involucrados en el tema como
cadena de valor (Estrada y Islas, 2010).

Para la produccion de bioetanol y biodiesel, dos de los principales biocombustibles liquidos, se
han utilizado diversas materias primas. Para el caso del bioetanol, destaca el uso de la cana de
azucar y el maiz. Mientras que para el biodiesel, se emplean los aceites procedentes de
oleaginosas como colza, soya y palma aceitera (Abdulla ef al., 2011). Sin embargo, la demanda
creciente de estos productos en la produccion de biocombustibles afecta su precio en el mercado,
ya que también son utilizados en la alimentaciéon humana y/o animal. Esto ha ocasionado la
busqueda de especies de bajo o nulo valor alimenticio que puedan ser utilizadas como materia
prima en la produccion de biocombustibles. En lo que respecta a la produccion de biodiesel, el
uso del aceite de J. curcas, puede tener un gran potencial.

Para Achten et al. (2008), J. curcas es una planta que de acuerdo con las propiedades del cultivo
y su aceite, potencialmente puede ser un sustituto de los combustibles fosiles y ayudar a reducir
la emision de gases de efecto invernadero. Si bien México es considerado el centro de origen de
J. curcas, poco se ha trabajado en identificar y seleccionar materiales que muestren
caracteristicas promisorias en cuanto a produccion y calidad de aceite. Numerosos proyectos de
produccion de biodiesel a partir de plantaciones de J. curcas han fracasado, las causas de esta
situacion han involucrado factores econdmicos, politicos, legales y técnicos. Pero el mas
decisivo ha sido el desconocimiento que se tiene sobre la planta, muestra de ello es la carencia de
variedades comerciales.

Las plantaciones comerciales de J. curcas establecidas en el pais han evidenciado serios
problemas de adaptacion, presencia de plagas y rendimientos variables en produccion y

contenido de aceite, lo cual se debe en gran medida a que la planta no estd totalmente



domesticada (Divakara et al., 2010). Es decir, hace falta conocer la diversidad genética,
seleccionar materiales sobresalientes, iniciar programas de mejoramiento genético, para después
evaluar el manejo agrondémico de esta especie y asi lograr su aprovechamiento de manera mas
eficiente y redituable.

El desarrollo de variedades es un proceso necesario para el aprovechamiento de un recurso
genético; implica procesos de identificacion y seleccion de materiales con caracteristicas
sobresalientes las cuales posteriormente deberan someterse a procesos de mejoramiento genético
(Kumar et al., 2015).

La existencia de variedades de J. curcas estd en discusion. Para Ovando et al. (2011a), las
variedades que frecuentemente han sido mencionadas por algunos investigadores, han sido
clasificadas de manera arbitraria y su diferenciacion se ha basado en el tamafio de sus fruto
(variedad Nicaragua), dispersion en el mundo (Cabo verde) y por el contenido de moléculas
toxicas (Jatropha mexicana no toxica).

El empleo de marcadores moleculares ha proveido de poderosas herramientas para la deteccion
de diferencias genéticas entre los individuos (Cruzan, 1998). Se detectan a través de una serie de
métodos o técnicas que exploran la variacion de los organismos, a nivel de las proteinas 0 ADN
y al nivel de un locus o varios loci en particular. Tienen la ventaja de que no son afectados por el
ambiente como los marcadores morfologicos. No obstante, los estudios en J. curcas llevados con
marcadores moleculares han mostrado una baja variacion genética (Basha y Sujatha, 2007; Shen
et al., 2010). De acuerdo con Ovando et al. (2011b), esto puede deberse a que no se han incluido
materiales procedentes del centro de origen.

De acuerdo con lo anterior, el presente trabajo planted la siguiente pregunta de investigacion
(Cuales son las caracteristicas morfologicas, diversidad genética y aceite de accesiones de J.

curcas recolectadas en diferentes regiones del estado de Veracruz?.



2. Objetivos
2.1 General
Analizar la morfologia, diversidad genética y el contenido y composicion de aceite, en accesos

de J. curcas, recolectados en diferentes condiciones edafoclimaticas del estado de Veracruz .

2.2 Especificos
Recolectar, georeferenciar y conocer la morfologia de J. curcas en las diferentes condiciones
agroclimaticas del estado de Veracruz.
Analizar la diversidad genética de accesiones de J. curcas recolectadas en el estado de Veracruz,
México mediante microsatélites.
Caracterizar el contenido de aceite, ésteres de forbol y acidos grasos en accesiones de J. curcas

recolectadas en diferentes regiones del estado de Veracruz.



3. Hipétesis
3.1 General
Los accesos de J. curcas presentan diferencias morfologicas, genéticas y quimicas, en funcion de

las condiciones edafoclimaticas contrastantes en el estado de Veracruz.

3.2 Especificas
Existen diferencias morfoldgicas en J. curcas de acuerdo con la distribucion de la planta en las
diferentes regiones del estado de Veracruz .
Las diferentes condiciones edafoclimaticas presentes en el estado de Veracruz contribuyen a
incrementar la diversidad genética de J. curcas.
La composicion y cantidad del aceite de J. curcas, varia en relacion a las diferentes condiciones

edafoclimaticas en las que la planta crece en el estado de Veracruz



4. Marco Tedrico

La demanda de cultivos de segunda generacion para la produccion de bioenergéticos ha
provocado que se inicien numerosas investigaciones en varias especies vegetales, como pifion,
higuerilla, sorgo y pastos (Bhuiya et al., 2016). Esto con la finalidad de generar informacién que
permita llenar el vacio de conocimiento que existe y con ello determinar su factibilidad de
aprovechamiento en la creciente industria de los biocombustibles.

Para el estudio de J. curcas, dificilmente podrd centrase la investigacion Unicamente en un
enfoque reduccionista positivista, ya que al ser una planta que hasta hace poco habia pasado
desapercibida, el mayor conocimiento sobre ella estd en manos de sus propietarios rurales.

La Teoria General de Sistemas es un marco teorico unificador tanto para las ciencias naturales y
sociales (Alvarez, 2003). En un sentido amplio, se presenta como una forma sistematica y
cientifica de aproximacion y representacion de la realidad y, al mismo tiempo, como una
orientacion hacia una practica estimulante para formas de trabajo transdisciplinarias (Arnold,
1998).

La aplicacion del pensamiento positivista por si solo, presenta grandes deficiencias
irreconciliables con las necesidades de conocimiento actual. En sus inicios, el positivismo se
caracterizaba por la seleccion arbitraria de la experiencia o la negacion sistematica de ciertos
aspectos de la experiencia, que no se basaran en el método cientifico. Para Augusto Comte, uno
de los principales exponentes de esta corriente, el interés dominador del conocimiento positivista
era el control y el dominio de la naturaleza, por lo que se debia poner énfasis en la prediccion de
los fenomenos (Rodriguez, 2011).

La explicacion cientifica queda supeditada a la explicacion causal, donde la causa es suficiente
para explicar un efecto, teniendo como verdadero y pleno de sentido a todo aquello que fuera
capaz de ser sometido a observacion directa y a la comprobacion mediante experimentos. Esta
manera de asumir la ciencia condujo a segmentar la realidad, lo que generd una amplia gama de
problemas que aun persisten (Morin y Vallejo-Gomez, 2001). Otra limitante muy cuestionable
del positivismo, es la pretension de utilizar el método de las ciencias naturales para explicar la
sociedad y sus problemas (Garcia, 2000). En contraposicion al enfoque positivista, el enfoque
sistémico no es reduccionista, sino que considera que todo fendémeno es parte de un fenomeno

mayor, con el cual se establecen relaciones (expansionismo), la explicacion del fenémeno se hara



definiendo el papel o rol que pueda jugar en ese sistema mayor donde la relacion causa-efecto no
sea determinista 0 mecanicista sino mas bien probabilistica.

El campo de la Teoria de Sistemas es casi universal, porque toda realidad conocida, desde el
atomo hasta la galaxia, pasando por la molécula, la célula, el organismo y la sociedad, puede ser
concebida como sistema, es decir, como asociacion combinatoria de elementos diferentes
(Alfonso, 2008).

El enfoque sistémico ha ido asumiendo multiples adaptaciones por su continuo proceso de
evolucion tedrica. Lo sistémico comenzd como una teoria con Bertalanffy en la década de 1940,
pero ha evolucionado hasta nuestros dias en ser un enfoque, una vision o una manera de pensar
(Garcia, 2007). Ademas, los sistemas bioldgicos, ecoldgicos y sociales, son sistemas complejos,
que poseen una doble caracteristica: 1) estan integrados por elementos heterogéneos en
permanente interaccion y 2) son abiertos, es decir, estan sometidos a interacciones con el medio
circundante, los cuales pueden consistir en intercambios de materia y energia, en flujos de
recursos de informacion o en la accion de ciertas politicas. Por tal motivo, cada vez se recurre
mas a este enfoque, ya que segun Morin y Vallejo-Gomez (2001), los desarrollos propios a
nuestra era planetaria, nos enfrentan cada vez mas y de manera mas ineluctable a los desafios de
la complejidad.

Si bien en el agroecosistema ocurren dinamicas que competen, tanto a la faceta de las ciencias
naturales como las sociales, es de esperarse que el disefio de la investigacion contemple ambos
paradigmas. Sin embargo, en estos estudios de caracterizacion de especies a diversos niveles, la
investigacion supone la busqueda de datos (analisis descriptivo) que permitan integrar a un
cultivo como J. curcas, ubicada originalmente en diferentes agroecosistemas, a un nuevo
agroecosistema (cultivos agroenergéticos), el paradigma dominante resulta ser el cuantitativo, sin
excluir el cualitativo.

La investigacion cuantitativa por definicion es un proceso hipotético deductivo, objetivo, de tipo
experimental, secuencial y probatorio con disefio estadistico. Se basa en criterios de validez
externa, el cual estd dado por los datos fiables, duros y repetibles. De esta manera, el
conocimiento generado es de caracter generalizable y conduce a predicciones, explicaciones y
entendimiento del fenémeno estudiado (Creswell, 2013).

Sin embargo, siguiendo el enfoque sistémico, cuya unidad de estudio es el agroecosistema, no

puede dejarse de lado las interrelaciones de los diferentes componentes involucrados.



En la Figura 1 quedan plasmadas las interacciones y componentes del modelo de agroecosistema

planteado, para resolver la pregunta de investigacion.
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Figura 1. Representacion esquematica del problema de investigacion basado en el enfoque de
sistemas

La produccion de biocombustibles como una solucion alternativa a la crisis energética debe de
ser vista como un problema complejo, donde es necesario identificar y analizar las
interrelaciones entre los componentes tecnologicos, econdmicos, ambientales sociales y politicos

involucrados.
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El caso particular de J. curcas no es la excepcion, la integracion de esta especie a un sistema
productivo de materia prima, para su transformacion a biodiesel, debe acompanarse con un
diagnoéstico multidimensional, para asegurar su viabilidad técnica, econdémica, energética y sobre
todo sustentable.

La Figura 2 muestra un diagrama conceptual de lo que seria el cultivo de J. curcas como un

bioenergético. La parte social estaria integrada por productores en lo individual o integrados en

organizaciones.
R e e s 1
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Figura 2. Esquema de un agroecosistema de J. curcas como bioenergético

J. curcas puede ubicarse como monocultivo o bien en asociacion con otros cultivos, lo que estara
determinado indudablemente por las capacidades econdmicas del productor y el proposito de la
produccion. Las caracteristicas de las plantaciones en monocultivo estaran definidas por
extensiones grandes de terreno y con un alto grado de tecnologia y uso de insumos. Por otra

parte, los cultivos asociados con J. curcas o en sistema agroforestal como cerco vivo, frutales,
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leguminosas, gramineas y pastos en plantaciones pequefias donde el productor puede recibir

recursos de otras actividades diferentes al cultivo energético.

La dimension econdmica incide en los diferentes componentes del agroecosistema. Por una

parte, todos los recursos para capitalizar al productor, cuyo origen pueden ser créditos otorgados

por instituciones privadas, o bien, apoyos econdmicos derivados de programas gubernamentales

o recursos propios del productor. La recuperacion de capital estara determinada por la

comercializacion de algunos de los siguientes productos:

Semilla. Para ajustar el valor de la semilla tendrian que considerarse diferentes parametros:
caracteristicas morfologicas y de calidad intrinseca (tamafio, peso, relacion
cascara/endospermo, contenido de aceite, toxicidad y calidad genética).

Aceite. Supone un precio mayor al de la semilla, ya que involucra un proceso de extraccion
mecanico mediante prensas o con solventes (Willems et al., 2008). Las caracteristicas a
considerar son: toxicidad, pureza y propiedades fisicoquimicas como: densidad, viscosidad,
indice de yodo, estabilidad y calidad. De acuerdo con las caracteristicas del aceite este puede
ser comercializado a diferentes industrias: cosmética para la fabricacion de jabones,
farmacéutica debido a que compuestos como los ésteres de forbol tienen aplicacion antiviral
y antifungica o bien, biocombustibles (biodiesel o turbosina).

Abonos organicos. El cultivo de J. curcas hasta la produccion de aceite, genera una gran
cantidad de biomasa que facilmente puede ser convertida en biofertilizantes, particularmente
si su toxicidad es baja o nula (Sharma y Pandey, 2009).

Biodiesel de fabricacion casera. El proceso de la transesterificacion del aceite a biodiesel es
facilmente adaptable a pequefia escala, el cual puede orientarse hacia el autoconsumo o bien
ser vendido en mercados locales.

Biodiesel grado industrial. Para poder cumplir normativas de caracter nacional e
internacional, es necesario producir el biocombustible en instalaciones especiales, donde se
pueda asegurar la homogeneidad y calidad del producto final (Lim y Lee, 2013).

Torta residual. La torta residual que queda después de la extraccion del aceite, tiene un alto
valor proteinico, por lo que puede ser utilizada para la alimentacién animal si su toxicidad es

baja o nula. La utilizacion de germoplasma no téxico, ahorra el proceso de destoxificacion

(Shukla et al., 2015).
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El papel de las instituciones de investigacion es crucial para el sistema, ya que tienen la funcion
de generar conocimientos y tecnologia que permita su aprovechamiento sustentable, ademas de
intervenir en la transferencia de tecnologia, a través de capacitacion técnica a los productores, en
un proceso de retroalimentacién continua en temas como mejoramiento genético, manejo
integrado de plagas, impacto ambiental, cumplimiento de politicas ambientales,
comercializacion, y buenas practicas de produccion.

Finalmente, el agroecosistema debera estar integrado por un componente ambiental. Este
componente seria la planta y su relacion con otros organismos presentes (cultivos asociados,
otras plantas de J. curcas, plagas, etc.) entendiendo sus interacciones bioticas para reducir

efectos negativos.
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5. Marco de referencia

5.1 Biocombustibles
Las fuentes fosiles de energia a nivel nacional son limitadas, lo que significa que en el futuro
tendrdn que ser sustituidas por fuentes renovables de energia. Ante este panorama, habra cada
vez una dependencia menor de combustibles fosiles y un mayor empleo de energia solar, edlica 'y
geotérmica como fuentes de energia (Aman et al., 2015).
Los biocombustibles se presentan a menudo como una alternativa a la solucion de problemas
relacionados con una alta dependencia a los combustibles fosiles y al impacto ambiental de éstos
en términos de la emision de gases de efecto invernadero (GEI), contaminacion urbana, lluvia
acida, entre otros (Winayanuwattikun et al., 2008; Farinelli et al., 2009). Esto debido a que el
uso de biocombustibles puede reducir en alto porcentaje las emisiones de GEI (Vasudevan y
Briggs, 2008).
Los biocombustibles tienen su principal aplicacion en el sector del transporte, en forma de
biocombustibles liquidos o gaseosos, siendo el bioetanol y el biodiesel los més usados (Achten et
al., 2008). Actualmente, los biocombustibles liquidos participan con el 2.5 % en este sector
(Savaliya et al., 2015). Su uso en ciudades con altos niveles de contaminacion como la ciudad de

México, podrian ser una alternativa.

5.1.1. Situacion mundial de la produccion y uso de los biocombustibles

La produccion mundial de bioetanol para el afio 2012 se estimod en 83.1 billones de litros,
cayendo el 1.3 % con respeto al 2011. En Estados Unidos, la produccion registrd una caida del 4
% pero se mantuvo como principal productor con 50.4 billones de litros (61 %). Para el mismo
aflo, la produccion en Brasil se incrementd un 3 % alcanzando la cifra de 21.6 billones de litros
(26 %). Actualmente la produccion alcanza los 94 billones de litros (Sawin ef al., 2014).

En lo que respecta a la produccion mundial de biodiesel, esta se ha mantenido creciendo
pero a una tasa mucho mas lenta a la observada hace algunos afios, alcanzando una produccion
de 22.5 billones de litros para el 2012. Los Estados Unidos sobresalieron como el principal
productor seguido por Argentina, Alemania, Brasil y Francia (Solomon et al., 2015). Europa
tiene el 41 % de la produccion de biodiesel, liderado por Alemania con un estimado de 2.7

billones de litros.
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Para el 2012, las energias renovables juntas proveyeron alrededor del 19 % de la energia
mundial. De ellas, la mayor parte estuvo representada por la biomasa tradicional (principalmente
lefia) y solo el 0.8% de la energia total fue abastecida por los biocombustibles (Sawin et al.,
2014). Lo que indica que el uso de biocombustibles es atn marginal y que aprovechar su
potencial solo se lograra a través de la seleccion de materiales con potencial genético, innovacion
y mejores practicas de produccion.

El panorama global de los biocombustibles para los préximos afios dependera de varios
factores interrelacionados, como el precio futuro del petréleo, la disponibilidad y precio de las
materias primas, la continuidad de politicas publicas que alienten el sector, los cambio
tecnologicos que podrian reducir el costo de biocombustibles de segunda generacion, la
competencia de los combustibles fosiles no convencionales (carbon, gas y esquistos bituminosos)
y la necesidad de reducir las emisiones de GEI (Savaliya et al., 2015). Por el lado de la demanda,
en varios paises existe un importante y progresivo impulso derivado de regulaciones cuya
vigencia arranco desde el afio 2007.

La produccion y uso de los biocombustibles es un tema de gran importancia en muchos
paises, por lo que se han disefiado politicas energéticas encaminadas por una parte a promover
practicas comerciales y su uso. Muestra de ello es que durante el periodo 2012 al 2013, 49 paises
realizaron reglamentaciones de alcance nacional. Las principales politicas promovidas
incluyeron: subsidios a la produccion de biocombustibles, obligatoriedad en el uso de mezclas
con biocombustibles e incentivos en impuestos una aspecto no considerado en la ley de
produccion de biocombustibles en México (Urias et al., 2014).

Para el afio 2012, Sudafrica se agregd a los paises que utilizan mezclas de
biocombustibles en combustibles convencionales, introduciendo la mezcla E10 (adicion de un 10
% de bioetanol). En 2013, los gobiernos de Turquia y Zimbawe aprobaron la utilizacion de
mezclas E2 y ES5, respectivamente. Adicionalmente, en una provincia canadiense, se incluyo la
mezcla B2 (adicion de un 2 % de biodiesel), complementando la ya existente mezcla ES8.5
(Sawin et al., 2014).

En lo que respecta a Estados Unidos y Europa, se han mantenido sin cambios la adicion
de mezclas de biocombustibles. Las mezclas de biocombustibles existentes en los Estados
Unidos varian de acuerdo con los estados, siendo para bioetanol de E2 hasta E10 y para biodiesel

de B2 hasta B20 (McPhail y Babcock, 2012).
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Por su parte Brasil, un pais pionero en el uso de biocombustibles a nivel internacional,
mantiene mezclas de bioetanol E18 hasta E25 y BS para biodiesel. El uso de mezclas se remonta
a los afios 30’s, aunque no fue hasta el afio de 1975 cuando se cred el Programa Brasilefio de
Alcohol (PROALCOOL), que la gasolina empez6 a ser remplazada en una escala significativa en

todos los vehiculos de pasajeros (Walter ef al., 2008).

5.1.2. Situacion del uso de los biocombustibles en México

En México, el 88.5 % de la energia utilizada proviene del petrdleo y el gas natural,
mientras que el 6.9 % de las energias renovables. A su vez, las energias renovables se componen
del 1.7 % donde se engloban la geotérmica, solar y eolica; 1.3 % de la hidrotérmica y un 3.9 %
derivada de la biomasa (Montero et al., 2015).

Desde el afio 2012 se esta llevando a cabo un plan piloto para adicionar un 6 % de
bioetanol a las gasolinas en las tres zonas metropolitanas principales del pais (D. F., Monterrey y
Guadalajara), lo que resultard en una demanda de 986 millones de litros. Se tiene pensado que
este programa se extienda hasta abarcar a toda la gasolina producida en México.

Adicionalmente, la incorporacion de bioetanol producido en México a las gasolinas permitira
disminuir las importaciones del oxigenante Metil Terbutil Eter (MTBE). Donde, si todas las
gasolinas producidas en México emplearan un 10% de bioetanol, se podria tener un ahorro de 2
mil millones de ddlares al afio en importaciones de MTBE (Rendon-Sagardi ef al., 2014).

En cuanto al biodiesel, PEMEX ha determinado adicionar el 0.35% de biodiesel a su produccion
de diésel UBA (Ultra Bajo Azufre), solo en la medida en la que el combustible de origen
renovable esté disponible. Seglin estimaciones de la Secretaria de Energia, la cantidad de
biodiesel que PEMEX podria emplear en un afio seria de hasta 8.7 millones de litros (Montero et

al., 2015).

5.2. Fuentes agricolas de biodiesel

Se han identificado mas de 350 especies oleaginosas factibles de ser utilizadas para la
produccion de biodiesel (Demirbas, 2007). Sin embargo, la utilizacion de especies comestibles
como la soya (Glicine max), canola (Brassica napus), girasol (Helianthus annus), cartamo
(Carthamus tintorius), jojoba (Simmondsia chinensis) y coco (Cocos nucifera), es poco factible.

Esto debido a los impactos potenciales que el cultivo de energéticos pudiera tener sobre la
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seguridad alimentaria, provocando un incremento en los precios de los alimentos y
eventualmente hambrunas en paises en desarrollo (Bhuiya et al., 2016).
En este sentido, se ha intensificado la biisqueda de especies productoras de aceite no

comestibles (segunda generacion), que sirvan de materia prima para la produccion de biodiesel.

5.2.1. Jatropha curcas L.

5.2.1.1. Descripcion botanica
J. curcas también conocida en México como “piiidén”, pifioncillo o pistache mexicano, puede ser
considerado, comunmente como un arbol pequefio o un arbusto, pertenece a la familia
Euphorbiaceae (Cuadro 1) y se ha visto que llega a alcanzar entre cinco y siete metros de altura,
presenta una madera suave y una expectativa de vida de alrededor de 50 afios (Achten et al.,

2008).

Cuadro 1. Descripcion taxondmica de Jatropha curcas

Clasificacion Descripcion
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiacea
Subfamilia Crotonoidae
Género Jatropha
Especie curcas

Fuente Divakara et al. (2010)

Las hojas de las planta son suaves, con presencia de cuatro a seis 16bulos, peciolos largos y se
colocan de forma alterna a subalterno opuesto con una filotaxia espiral. Se caen durante el otofio-
invierno.

Normalmente la floracion ocurre en el periodo de lluvias, aunque en regiones con humedad
durante todo el afio o con riego, puede ocurrir en varias ocasiones. Las inflorescencias se forman

en el axial de las hojas de las ramas. Cada inflorescencia puede producir de una a 20 flores
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femeninas y de 20 a 220 flores masculinas. Ambas abren por la mafiana de forma sincronizada
(Bressan et al., 2013).

Después de la polinizacion, las inflorescencias forman un ramillete conteniendo 10 frutos o mas.
Los frutos son capsulas drupaceas, ovoides, de color verde que cambian a un café oscuro,
pasando por una coloraciéon amarilla en la maduracion. Cada fruto puede contener de una a
cuatro semillas que tienen una coloracion negra en la madurez (Makkar ef al., 1998a).

J. curcas presenta una raiz pivotante, lo que le confiere un buen asidero al suelo, asi como

también la capacidad de soportar periodos de sequia prolongados.

5.2.1.2 Requerimientos y manejo del cultivo

J. curcas crece en diferentes condiciones climaticas, aunque se desarrolla mejor en los tropicos,
donde las temperaturas medias estan entre los 20 °C y 28 °C y una precipitacion anual superior a
los 600 mm (Trabuco et al., 2010). Se ha descrito a J. curcas como una planta tolerante a la
sequia (Abou Kheira y Atta, 2009; Everson et al., 2013). Sin embargo, para asegurar la
produccion de semilla estos autores sefialan, que los requerimientos de agua para el cultivo
deben de estar entre los 600 y los 1500 mm de lluvia, con necesidad de riegos de auxilio en la
temporada seca.

Los rendimientos en la produccion de semilla varian en un amplio rango (0.5 a 12 t afio” ha ™),
lo cual puede deberse a la falta de informacion sobre las précticas culturales como podas, riego,
fertilizacion, densidades de plantacion y control de plagas, lo cual depende del tipo de suelo,
fertilizacion y condiciones de riego. El arbusto tiene un periodo productivo de mas de 40 afios.
Ademas, que desde el primer afio (9-10 meses) tiene semillas. Un promedio anual de produccion
de semilla alrededor de 5 ton ha™ puede esperarse en excelentes tierras y precipitaciones de 900-
1200 mm (Achten et al., 2008).

J. curcas se propaga por semilla o de forma vegetativa por estaca, aunque en esta ultima
de cultivo no desarrolla la raiz pivotante. Es recomendable que la propagacion por semilla se
realice al principio de la temporada de las lluvias, para obtener un desarrollo adecuado de la raiz.
El mejor rendimiento de semillas se obtiene cosechando los frutos en el estado maduro (color
amarillo oscuro). La madurez se alcanza 90 dias después de la floracion, pero esta tiene la

caracteristica de ser muy heterogénea.
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5.1.2.3 Principales Usos
El nombre del género Jatropha deriva de la palabra griega jatros (doctor) y trophé (alimento)
que implica un uso medicinal. Alrededor del mundo se han descrito una diversidad de usos, para
las diferentes partes de la planta.
Por la facilidad de propagacion vegetativa de la planta y la no preferencia de consumo por el
ganado, es muy comun su empleo como cerco vivo (Reyes y Rosado, 2000).
En la medicina, las semillas y el aceite se han utilizado como antihelmintico y agente purgante
(Kumar y Sharma, 2008); el latex como cicatrizante de heridas y herpes; de las hojas se han
aislado sustancias con propiedades antiinflamatorias (Giibitz et al., 1999).
No obstante que en semillas de J. curcas se han encontrado sustancias altamente toxicas, como
los ésteres de forbol, en las regiones del Totonacapan y Maya en los estados de Veracruz y
Quintana Roo en México, se ha documentado el uso alimenticio de las semillas (Makkar et al.,
1998Db).
La presencia de compuestos toxicos en las semillas resta valor al aceite, ya que compuestos
como los ésteres de forbol tienen una elevada toxicidad, por su caracter de promotor de tumores,
lo cual, por un lado pone en riesgo al personal que pudiera intervenir en el procesamiento y
transformacion de la materia prima (frutos, semillas, aceite y subproductos), asi como también
involucra un proceso de destoxificacién con implicaciones econdmicas (Shukla et al., 2015).
Otros compuestos que se han encontrado y que presentan un caracter toxico o antimetabolito son
los inhibidores de la tripsina, fitatos y saponinas (Martinez-Herrera et al., 2006).
Las semillas de J. curcas contienen una gran cantidad de aceite (=40 %), por lo que su cultivo
resulta interesante, dado el potencial que tiene para servir en muchas aplicaciones industriales.
La primera aplicacion comercial de J. curcas fue reportada en Lisboa, donde el aceite importado
de Cabo Verde era usado para la produccion de jabon y como combustible para lamparas (Giibitz
et al, 1999). Sin embargo, actualmente la transesterificacion del aceite para la produccion de
biodiesel esta ganando mas importancia (Abdulla et al., 2011).
El aceite de J. curcas esta compuesto por un 24.6 % de proteina cruda, 47.25 % de grasas y un
contenido de humedad del 5.54 % (Akintayo, 2004). Los principales acidos grasos saturados
encontrados son el acido palmitico (16:0), estearico (18:0) e insaturados se tienen al oleico (18:1)
y linoleico (18:2). La relacion entre el acido oleico y linoleico confieren al aceite excelentes

propiedades para su conversion a biodiesel.
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El aceite tiene otras propiedades de gran valor como, baja acidez, una mejor estabilidad para la
oxidacion en comparacion con el aceite de soya, menor viscosidad que el aceite de ricino, mejor
comportamiento en frio comparado con el aceite de palma y menos costos de produccion
comparado con el etanol de maiz (Abdulla et al., 2011).

El biodiesel es una mezcla de metil o etil ésteres de acidos grasos, derivados de la
transesterificacion de triacilgliceroles presentes en los aceites vegetales. La conversion del aceite
de J. curcas en biodiesel puede realizarse principalmente de forma quimica (Achten et al., 2008)
o por catalisis enzimatica (Winayanuwattikun et al., 2008).

La reaccion quimica para formar el biodiesel requiere de una mol de triglicerido y tres moles de
alcohol (metano) para formar tres moles de ésteres metilicos y una molécula de glicerol,

utilizando catalizadores acidos o basicos (Boonmee et al., 2010).

5.2.1.4 Diversidad genética

El conocimiento del grado de diversidad genética de J. curcas en poblaciones nativas es
importante para desarrollar programas de mejoramiento genético. En la actualidad, atn no se
cuenta con variedades que tengan caracteristicas deseables y que puedan desarrollarse en
condiciones de cultivo especificas (Kumar et al., 2015).

Los objetivos para un mejoramiento genético del cultivo incluyen: incrementos en el nimero de
flores femeninas, alto rendimiento de semilla con alto rendimiento de aceite, maduracion
temprana, resistencia a plagas y enfermedades, resistencia a la sequia, reduccion en el tamaifio de
la planta, y una mayor ramificacion de las ramas (Divakara et al., 2010). El estudio de la

diversidad genética puede realizarse usando marcadores morfoldgicos o moleculares.

a) Caracterizacion morfologica
En la busqueda de diversidad mediante descriptores morfoldgicos se distinguen normalmente dos
aspectos: la caracterizacion y la evaluacion. Cuando se habla de caracterizar, generalmente se
hace referencia a la caracterizacion primaria de los materiales y por tanto, se enfatiza en la
descripcion morfologica de caracteristicas cualitativas que pueden considerarse invariables o no
afectados por el ambiente como el color de la flor y la forma de la semilla (Tripathi et al., 2013).
La evaluacion, que es un tipo de caracterizacion secundaria, persigue fundamentalmente

determinar caracteres de tipo cuantitativo y de interés agrondmico que normalmente se ven
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influenciados por las condiciones ambientales como la precocidad, el contenido en proteina y la
resistencia a plagas y enfermedades.

En el caso particular de J. curcas, se han utilizado descriptores cualitativos como el color de las
hojas, la pigmentacion del peciolo y el inicio de la floracion, entre otros. Sin embargo,
sobresalen por su nimero e importancia practica los de origen cuantitativo, tales como: dias a la
emergencia, altura de la planta, nimero de ramas, nimero de frutos por planta, nimero de
racimos por rama, nimero de frutos por racimo y por arbol, el tamafio de las semillas y su
porcentaje de aceite, rendimiento de semilla por planta y por unidad de area, y la incidencia de
plagas y de enfermedades (Machado y Brunet, 2014).

Una de las grandes debilidades de esta técnica, es que las caracteristicas de mayor valor para la
utilizacion de J. curcas como un agroenergético, como peso de la semilla, contenido de proteina

y contenido de aceite estan fuertemente influenciadas por el ambiente (Ovando et al., 2011a).

b) Marcadores moleculares
El empleo de marcadores moleculares ha proveido de poderosas herramientas para la deteccion
de diferencias genéticas entre los individuos. Se detectan a través de una serie de métodos o
técnicas que exploran la variacion de los organismos al nivel de las proteinas o del ADN a nivel
de un locus o varios loci en particular.
La técnica de PCR, o reaccion en cadena de la polimerasa es la tecnologia mas utilizada. Se basa
en la amplificacion de fragmentos de ADN a partir de secuencias de nucledtidos denominadas
“cebador” (primer), que son capaces de reconocer una secuencia blanco para la cual es
complementaria. Dentro de esta metodologia se encuentran los marcadores llamados RAPD
(Random  Amplification of Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) y DAF (DNA Amplification Fingerprinting) entre otros (Gonzalez, 1998).
El uso de marcadores moleculares de ADN, es una herramienta que ha sido exitosamente
utilizada en muchas especies de plantas de importancia comercial en la busqueda de diversidad
genética (Varshney et al., 2005).
La mayoria de los estudios realizados en J. curcas mediante marcadores moleculares, han
buscado estudiar su variabilidad con miras a seleccionar materiales candidatos a mejoramiento
genético. En estudios de diversidad genética con accesiones colectadas en diferentes partes del

mundo incluidas accesiones de México, la variabilidad detectada se ha atribuido a la presencia de
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las accesiones mexicanas, las cuales generalmente han sido no toxicas (Na-ek er al., 2011;
Trebbi et al., 2015). La planta posiblemente fue dispersada por comerciantes Portugueses a
Tailandia y otros paises asiaticos, hace mas de dos siglos (Sun et al., 2008; Tatikonda et al.,
2009; Sirithunya y Ukoskit, 2010).

La obtencion de nuevas secuencias de microsatélites para J. curcas (Pamidimarri et al., 2009),
asi como la utilizacion de microsatélites de especies relacionadas, como Manihot esculena (Wen
et al., 2010), ha hecho posible revelar la diversidad genética entre accesiones recolectadas en
diferentes sitios geograficos y dilucidar relaciones filogenéticas entre algunas especies del
género Jatropha (Sudheer Pamidimarri et al., 2009) y ademds, han resultado Utiles para
diferenciar entre accesiones toxicas y no toxicas.

Sin embargo, en la mayoria de los estudios realizados con microsatélites, al igual que con el
empleo de otros marcadores moleculares de ADN, se ha reportado una baja diversidad genética
en accesiones de J. curcas provenientes de un mismo pais y s6lo se ha detectado cierta
variabilidad genética cuando se han incluido accesiones procedentes de otros paises (Ovando et
al, 2011b)

Respecto a México, la informacion disponible sobre la diversidad genética de J. curcas es
limitada. En un estudio realizado con 88 accesiones de J. curcas recolectadas en Chiapas,
mediante marcadores AFLP, se reportaron niveles altos de polimorfismo (90%) y el analisis de
las relaciones genéticas AMOVA vy el indice de diversidad (DI=60%) indicaron la existencia de

una amplia base genética en el germoplasma analizado (Pecina-Quintero et al., 2011).
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CAPITULO 1. AISLAMIENTO DE ADN Y RFLP’s EN ACCESIONES DE Jatropha
curcas L. RECOLECTADAS EN LA REGION DEL SOTAVENTO EN VERACRUZ
Resumen

El conocimiento de la diversidad genética de Jatropha curcas L. en el estado de Veracruz es
muy importante, dada la relevancia que esta teniendo esta planta como fuente de materia prima
para biocombustibles. En este trabajo se evalud la diversidad genética por medio de marcadores
RFLP’s a cuatro accesiones de pifion colectadas en diferentes sitios geograficos del centro del
estado, se probaron cuatro enzimas de restriccion y dos métodos de extraccion de ADN. El
método mas eficiente para la extraccion de ADN resultd ser el kit comercial DNeasy. De las
cuatro muestras analizadas por RFLP’s ninguna mostré variabilidad genética, ya que ninguna de
las enzimas encontr6 sitio de corte en el gen amplificado. Se requiere realizar estudios de este
tipo con nuevos marcadores y que incluyan a un mayor nimero de accesiones que se encuentren
geograficamente mas distantes.

Palabras Clave: Diversidad genética, DNeasy, Jatropha curcas, RFLP’s
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DNA ISOLATION AND RFLP 's, OF Jatropha curcas L. ACCESSIONS RE
COLLECTED FROM SOTAVENTO REGION, VERACRUZ

Abstract

To gain knowledge of the genetic diversity of Jatropha curcas L. available in the state of
Veracruz is important given the significance that this plant has as a source of feedstock for
biofuels. This study assessed the genetic diversity by RFLP’s markers on four pifion accessions
collected in different geographical locations in central Veracruz, four restriction enzymes and
two methods of DNA extraction were tested. The most efficient method of DNA extraction was
proved for the commercial kit DNeasy. None of the four samples analyzed by RFLP’s showed
genetic variability, as no enzyme cleavage site found in the gene amplified. Therefore, it is
required, to perform these studies with different markers and to include a larger number of
accessions geographically more distant.

Key words: Genetical Diversity, DNeasy, Jatropha curcas, RFLP’s

31



1.1 Introduccion

El interés creciente por Jatropha curcas L. a nivel mundial, radica en que el aceite que contiene
la semilla de esta planta, puede ser utilizado como materia prima para la produccion de biodiesel
(Achten et al., 2008). aunque J. curcas L. es nativa de México (Steinman, 2002), poco se ha
trabajado en identificar y seleccionar ecotipos que muestren caracteristicas promisorias en cuanto
a produccion y calidad de aceite. La mayoria de los cultivos de pifion que se han establecido en
el pais han mostrado serios problemas de adaptacion, presencia de plagas y rendimientos
variables en produccion y contenido de aceite, lo que indica que no se ha hecho un trabajo de
seleccion consistente. Por lo que hace falta conocer la diversidad genética, seleccionar materiales
sobresalientes e iniciar programas de mejoramiento genético, para después evaluar el manejo
agrondémico de esta especie, que permita lograr su aprovechamiento de manera mas eficiente y
redituable. Son relativamente pocos los estudios reportados a nivel mundial acerca de la
variabilidad genética de J. curcas Sukarin et al. (1987), en Thailandia, encontraron poca
variabilidad en el rendimiento de semillas, morfologia y desarrollo de la planta en 42 diferentes
materiales colectados. La India es quizas el pais que mas trabajos ha reportado en lo referente al
uso de marcadores moleculares como AFLP’s (Tatikonda et al., 2009) y RAPD’s (Ranade, et al.,
2008; Subramanyam et al., 2009). Ginwal et al. (2004) también reportaron poca variabilidad
genética en materiales de J. curcas colectados en plantaciones localizados en los estados de
Madhya, Pradesh y Haryana. Sin embargo, la poca variacion que encontraron se debid a que en
la evaluacion no se incluy6 colectas de materiales silvestres, ya que en el 2008, Ranade ef al., en
colectas provenientes tanto de J. curcas silvestres como cultivadas, encontraron que eran los
materiales silvestres los que contribuian con la mayor diversidad genética. La presente
investigacion tuvo como objetivo probar diferentes protocolos de extraccion y purificacion de
ADN a partir de tejido foliar de accesiones de Jatropha curcas L. y realizar un analisis de la
diversidad genética a partir de marcadores moleculares tipo RFLP’s (Restriction Fragment

Lenght Polymorphism).

1.2 Materiales y Métodos
Se utilizaron cuatro plantas de pifion colectadas en las localidades de La Antigua (AN), Vargas
(Vr), Rancho Paraiso (RP) y Curva del Coyote (CC) pertenecientes a la zona centro del estado de

Veracruz. Para la extraccion y purificacion de ADN se probaron dos metodologias, la primera
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descrita por Gonzalez y Vovidez en 2002 y la segunda mediante el kit comercial DNeasy
(Quiagen). Para el analisis de la diversidad genética mediante RFLP’s se amplificd una seccion
del espaciador intergénico de dos ARN de transferencia trnLUAA-trnFFGAA con los "primers" E
y F mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando una desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de: 94 °C /1 min; 59 °C/1 min; 72 °C/2 min.
Se termin6 con una extension final a 72 °C por 7 min, partiendo de ADN previamente aislado y
purificado. La digestion de los productos de PCR se realiz6 mediante las endonucleasas Hhal,
Taql y Hpall y posteriormente se realizé una electroforesis utilizando un gel de agarosa a una
concentracion de 0.8% tefiiddo con bromuro de etidio. La visualizacion del gel y fotografiado del
mismo se realizo bajo luz UV. Las variables consideradas en el presente trabajo fueron, para el
caso de los métodos de extraccion/purificacion de ADN, la obtencion de ADN de calidad y
cantidad; mientras que para el analisis de RFLP’s, la presencia o ausencia de bandas en el gel de

electroforesis, indicativo de polimorfismo.

1.3 Resultados y discusion

Con los dos métodos de extraccion probados se logréo extraer ADN en cantidad y calidad
necesaria para los analisis moleculares, siendo esto revelado por medio de electroforesis. El gel
de electroforesis del ADN extraido mediante CETAB, mostré la migracion de muchos
subproductos que fueron eliminados posteriormente mediante purificacion. Las bandas de ADN

extraido mediante el DNeasy resultaron mas claras y consistentes (Figura 3).

Método CETAB

Kit DNeasy

Figura 3. Geles de electroforesis con ADN extraido por el método CETAB sin purificacion y por
el kit comercial DNeasy
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Con el kit comercial se redujo sustancialmente el tiempo de extraccion y purificacion del ADN.
El anélisis genético con los marcadores RFLP’s, no revelo variacion genética alguna entre los
materiales evaluados, dado que con las enzimas de restriccion no se encontraron sitios de corte
diferencial entre las muestras como se observa en la Figura 4, lo que hubiera sido indicativo que
la secuencia del gen aislado tiene variacion en la secuencia de nucledtidos como producto de una

mutacion en las plantas evaluadas.

Hhal Tagl Hpall Hhal Tagl Hpall Hhal Tagl Hpall Hhal Taql Hpall

Figura 4. Fotografia del gel de electroforesis que muestra los patrones de bandeo del espaciador
intergénico rnLUAA-trnFGAA de las cuatro accesiones con las enzimas de restriccion
Hhal, Taql y Hpall.

En estudios previos realizados principalmente en la India, sea han reportado resultados similares
con marcadores moleculares AFLP’s (Tatikonda et al., 2009; Sudheer et al., 2008) y RAPD’s
(Ranade, ef al., 2008; Subramanyam et al., 2009) obteniendo bajos niveles de variacion genética
en las poblaciones estudiadas. Es importante destacar que en estos estudios se han evaluado
individuos que han sido introducidos, a diferencia de México, que figura como centro de origen
de J. curcas y en particular el estado de Veracruz, donde la distribucion de esta especie es
abundante, por lo que puede esperarse una mayor variacion genética (Martinez et al., 2006). De

tal forma que, la baja variabilidad obtenida pudo deberse a que las muestras fueron colectadas en
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un espacio geografico muy reducido, y dado que el pifion se propaga mediante estacas, es muy

probable que se hayan evaluado clones.

1.4 Conclusiones

Del presente estudio puede concluirse que tanto el protocolo de extraccion de ADN descrito por
Gonzalez y Vovides (2002), como el kit comercial DNeasy, permiten obtener ADN en cantidad y
calidad requerida para estudios moleculares en Jatropha curcas. Mediante RFLP’s, en las plantas
de Jatropha curcas evaluadas, no se encontrd variacion genética. Para incrementar la
probabilidad de detectar diversidad genética en esta planta mediante el empleo de marcadores
moleculares, es necesario realizar colectas en sitios geograficamente distantes y con diferentes

condiciones edafoclimaticas.
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CAPITULO II. ASPECTOS ETNOBOTANICOS DEL PINON (Jatropha curcas L.):
CONTENIDO DE ESTERES DE FORBOL Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA EN
VERACRUZ, MEXICO (4)

Resumen

Existe gran variedad de usos descritos para Jatropha curcas, pero su uso como alimento s6lo ha
sido descrito en México. El consumo de semillas es posible por la existencia de germoplasma no
toxico con bajo o nulo contenido de ésteres de forbol. Se realizé una busqueda e identificacion
de arbustos, se registraron datos pasaporte, altura y diametro del tronco. Se realizé una entrevista
para registrar usos de J. curcas. Se tom6 una muestra de semillas y se analizé la concentracion
de ésteres de forbol por HPLC. Se colectaron 80 accesiones en las 10 regiones del estado de
Veracruz, en altitudes desde el nivel del mar hasta los 1,054 m. Los principales usos fueron:
comestible (46 %), cerco vivos (41 %) y medicinal (10 %). La predominancia de su uso vari6 de
acuerdo con las regiones del estado y al contenido o ausencia de ésteres de forbol. El uso
alimenticio se registrd principalmente en regiones al norte del estado, donde no se detectaron
¢ésteres de forbol. Mientras que en las regiones del centro y sur, donde la concentracion de ésteres
vario entre 0.12 y 0.66 mg/g, el uso predominante fue como cerco vivo. Existe amplia
distribucion de J. curcas, con diversidad de usos, de estos el uso alimenticio se asocia con el bajo
contenido de esteres de forbol, los materiales no toxicos se concentran en las regiones de la zona
norte del estado de Veracruz.

Palabras clave: Jatropha curcas, etnoboténica, esteres de forbol, Veracruz

(#) Manuscrito enviado a la revista Botanical Science en espera de arbitraje
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ETHNOBOTANICAL ASPECTS OF PINON (Jatropha curcas L.): PHORBOL ESTERS
CONTENT AND GEOGRAFICAL DISTRIBUTION IN VERACRUZ, MEXICO

Abstract

A variety of uses of Jatropha curcas has been described, but its use as food has only been
documented in Mexico. Seed consumption is possible due the existence of non-toxic germplasm
with low or no content of phorbol esters. A search and identification of shrubs was carried out,
passport data, height and trunk diameter were recorded. Besides, an interview was conducted to
record uses of Jatropha. A seed sample was taken and the concentration of phorbol esters was
analyzed by HPLC. 80 accessions were collected in the 10 regions of Veracruz state, at altitudes
from sea level up to 1,054 m. Main uses were: edible (46%), living fence (41%) and medicinal
(10%). The predominance of use varied according to regions and the content or absence of
phorbol esters. Food use was mainly in north regions of the state, where no phorbol esters were
detected. While in the central and southern regions, where the phorbol ester concentration varied
between 0.12 and 0.66 mg/g, the predominant use was as a living fence. It is concluded that the
use of J. curcas is based on their level of toxicity and partly determined by the region of
Veracruz state.

Key Words: Jatropha curcas, ethnobotanical, phorbol esters, Veracruz
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2.1 Introduccion

Jatropha curcas es un arbusto perene, caducifolio, de tallo suculento perteneciente a la familia
Euphorbiaceae (Maes et al., 2009). El nombre del género Jatropha deriva de la palabra griega
Jjatros (doctor) y trophé (alimento) que implica un uso medicinal. Alrededor del mundo se ha
descrito una diversidad de usos para las diferentes partes de la planta. En la medicina, las
semillas y el aceite se han utilizado como antihelmintico y agente purgante (Kumar y Sharma,
2008); el latex como cicatrizante de heridas y herpes; de las hojas se han aislado sustancias con
propiedades antiinflamatorias (Giibitz et al., 1999). Asi como existen semillas de J. curcas
altamente toxicas, por su contenido de ésteres de forbol, en las regiones del Totonacapan y Maya
en los estados de Veracruz y Quintana Roo en México, se han encontrado plantas cuya semillas
presentan nulos o bajos contenidos de ésteres de forbol y por tanto tiene uso alimenticio (Makkar
y Becker, 1997; Makkar et al., 1998b). Es una planta de facil propagacion vegetativa que no es
consumida por el ganado, por ello su empleo como cerco vivo (Reyes y Rosado, 2000). El alto
contenido de aceite de sus semillas, ha despertado gran interés como materia prima para la
fabricacion de biodiesel mediante un proceso de transesterificacion (Abdulla et al., 2011; Luijten
y Kerkhof, 2011) y la glicerina remanente para la elaboracion de jabones (Kumar y Sharma,
2008).

J. curcas crece en diferentes condiciones agroclimaticas, aunque se desarrolla mejor en los
tropicos, donde las temperaturas medias fluctian entre los 20 °C y 28 °C y una precipitacion
anual superior a los 600 mm (Trabucco ef al., 2010). México forma parte del centro de origen de
esta planta (Ovando-Medina et al, 2011a), debido a que de 186 especies de Jatropha
identificadas en el mundo, 48 estan presentes en el pais, de las cuales 39 (21 %) son endémicas
(Steinmann, 2002).

J. curcas se distribuye ampliamente en regiones tropicales y subtropicales de México,
particularmente en los estados de Yucatan, Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Puebla,
Morelos, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Sinaloa y Veracruz (Rodriguez-Acosta et al., 2009). El
germoplasma de J. curcas presente en el estado de Veracruz, destaca por la presencia de
materiales toxicos y no toxicos (Herrera et al., 2010). Si bien, se ha descrito la presencia de estos
materiales, es necesario establecer con mayor detalle la distribucion y el uso que tiene, acorde a

su toxicidad. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue documentar los diferentes usos de J. curcas
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de acuerdo con la distribucion geografica de plantas toxicas y no toéxicas en el estado de

Veracruz.

2.2. Materiales y métodos

Area de estudio

Durante los meses de agosto a octubre del afio 2011 se realiz6é una busqueda y localizacion de
plantas de J. curcas en el estado de Veracruz, México. Este comprende una franja de 709 km de
largo, con una superficie de 72,410 km% y que se divide en 10 regiones de acuerdo con las
condiciones ecogeograficas y a la presencia y/o predominio de algin grupo étnico (INAFED,
2015).

Los sitios de busqueda se definieron de acuerdo con la informacion reportada en herbarios
nacionales. Una vez localizada la planta, se tomaron datos pasaporte incluyendo las coordenadas
y altitud utilizando un GPS (Garmin® GPSMAP 76CSx). Se midio el diametro del tallo a 50 cm
de altura y la altura de la copa de la planta.

Cuando fue posible, se entrevistd al propietario de las plantas, registrando su nombre, edad y
sexo. Ademas, se solicitd informacion sobre la edad de la planta, forma de siembra y una
explicacion detallada de todos los usos que le dan y si consideraba que la planta o alguna parte

de ésta es toxica para los humanos.

Toma de muestra y analisis

De las plantas localizadas y en estado de fructificacion, se tomo6 una muestra de semillas para la
determinacion del contenido de ésteres de forbol.

Los ésteres de forbol se determinaron de acuerdo con el procedimiento descrito por (Makkar y
Becker, 1997) con modificaciones menores. Las semillas se molieron en un mortero con
nitrogeno liquido, posteriormente se tomod un gramo de endospermo de semilla de J. curcas y se
sonicd (Sonicador Branson 5510) por tres minutos con 10 mL de metanol absoluto y
centrifugado a 3,000 rpm por 8 min. Se colectd el sobrenadante y se repitidé la operacion de
extraccion dos veces mas. El sobrenadante recuperado, se seco con un rotavapor (Buchi R210) a
40 °C y posteriormente, los extractos secos se disolvieron en 1 mL de metanol y se transfirieron a
un vial de HPLC para su andlisis. La cuantificacion de ésteres de forbol se realizdo en un HPLC

(Agilent 1200), utilizando una columna RP18 (Phenomenex) de 150 x 4.6 mm y 5 m. Como fase
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movil se emplearon gradientes de agua y acetonitrilo. Los picos resultantes se integraron y los
resultados se expresaron como equivalentes al 12-miristato-13-acetatoforbol. El andlisis

estadistico descriptivo y categorico de los datos se hizo con el software Statistica, version 7.1.

2.3 Resultados

Se colectaron y georeferenciaron un total de 80 accesiones de J. curcas distribuidas en las
diferentes regiones del estado de Veracruz (Figura 5). De estas, 41 plantas se encontraban en
etapa de fructificacion. La presencia de la planta se confirmo en todas las regiones del estado. La
mayor distribucion y presencia de plantas se registro en las regiones de la Huasteca alta (12.5 %),
Totonaca (18.7 %), Nautla (12.5 %), Papaloapan (13.7 %) y Tuxtlas (13.7 %), mientras que en
las regiones Capital (2.5 %) y Montafias (2.5 %) fueron menores. De las 80 accesos recolectados,

el 55% se encontrd en etapa de fructificacion al momento de la recolecta.

_~Muasteca Al

@ Puntos de recolecta

Zona norte

i Zona sur

Figura 5. Distribucion de las recolectas de J. curcas en las diferentes regiones del estado de
Veracruz, México
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Se registraron arboles a nivel del mar (I-01 y I-05) y a més de 1, 000 m (I-31 y [-62). E1 91.25 %

de los accesos se encontrd en altitudes menores de 500 m. La altitud media fue de 158.2 m

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Clave, localidad, region de colecta, georreferenciacion y altitud de las accesiones
recolectadas en el estado de Veracruz

Cla\{e? Localidad Region LatN Lat O Altitud
accesion (m snm)

1-02 El' molino Huasteca Alta  21°54' 98°17' 30
1-03 Las puentes Huasteca Alta  21°45'  98°25' 20
1-04 Santa Moénica Huasteca Alta 21°18' 98°20' 130
1-05 Tepatlan grande Huasteca Alta 21°18' 98°16' 94
1-06 Buenavista Santa Clara ~ Huasteca Alta 21°15' 98°10' 113
1-68 Monte Grande Laja 1 Huasteca Alta 21°27 98°18' 93

1-69 El palmar San Gabriel =~ Huasteca Alta 21°20" 98°21" 105
I-70 Tanzaquil Xilusochitl ~ Huasteca Alta 21°19' 98°14' 115
I-71 Terrero Temetate Huasteca Alta 21°19' 98°14' 130
I-76 Tepatlan Grande Huasteca Alta 21°18' 98°16' 94
1-07 Piedras clavadas Huasteca Baja 21°10' 98°00' 258
1-08 Tzicuatitla Huasteca Baja 21°11" 97°59' 228
1-09 Chontla Huasteca Baja 21°17 97°55' 281
I-10 Tantima Huasteca Baja 21°20" 97°50' 184
I-11 Zacamixtle Huasteca Baja 21°14' 97°43' 136
I-12 Chapopote Huasteca Baja 20°55' 97°40' 31

[-67 Soyotitla Huasteca Baja 21°04' 97°39' 91

I-13 Papantla Totonaca 20°27' 97°19' 173
I-14 Papantla Totonaca 20°27 97°19' 170
I-15 El chote Totonaca 20°24' 97°19' 98
I-16 Paso del correo Totonaca 20°19 97°16' 31

I-17 Pueblillo Totonaca 20°15' 97°15' 77
I-18 Insurgentes socialistas Totonaca 20°11" 97°15' 119
I-19 El remolino Totonaca 20°23' 97°12' 64
[-22 Totomoxtle Totonaca 20°28' 97°15' 43

[-23 Anclon arenal Totonaca 20°26' 97°06' 10
1-24 La Victoria Totonaca 20°24' 96°59' 5

1-25 Costa esmeralda Totonaca 20°15' 96°48' 5

[-72 Espinal Totonaca 20°14' 97°23' 55

1-77 Pueblillo Totonaca 20°15 97°15' 78
1-78 Paso del correo Totonaca 20°21" 97°14' 39
I-79 El remolino Totonaca 20°23' 97°12' 114
1-20 Sanjas Nautla 20°13' 97°01" 35

[-21 Manuel Avila Camacho Nautla 20°12' 97°00' 96
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I-26
1-27
1-28
1-29
I-30
I-31
1-66
1-80
1-01
[-32
1-52
I-53
1-63
I-64
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Buenos Aires
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Buenos Aires
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Tuzamapan
Veracruz

Col. Ejidal

Las bajadas
Tepetates
Tepetates

San José del Corral

Cuautlapan
Alvarado
Alvarado

Lerdo de Tejada
Tecolapan
Tierra Blanca
Loma de San Pedro
Tierra Nueva
Dos Zapotes
Coahuila Nuevo
Progreso
Abasolo del Valle
La Perla San Martin
Diaz Ordaz
Sotecomapan
La palma
Revolucion de abajo
Salina Roca Quebrada
Sihuapan
Santa Rosa Sintepec
Sontecomapan
Santa Rosa Sintepec
San Miguel
El chichén
Acalapa Il
Chacalapan
Mirador Saltillo
Mirador Saltillo
Monte grande

Nautla
Nautla
Nautla
Nautla
Nautla
Nautla
Nautla
Nautla
Capital
Capital
Sotavento
Sotavento
Sotavento
Sotavento
Sotavento
Montaiias
Montanas
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas
Olmeca
Olmeca
Olmeca
Olmeca
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Olmeca
Olmeca

20°10'
20°06'
20°03'
19°55'
19°53'
19°50'
20°09
19°56'
19°35
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18°18'
18°04'
17°45'
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96°53'
96°00'
96°58'
96°46'
96°48'
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96°43'
96°50'
96°23'
96°52'
96°8'
96°12'
96°10'
96°20'
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96°49'
97°01'
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95°20'
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96°08'
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95°07'
95°05'
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95°14'
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95°03'
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94°57T'
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94°13'
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94°51"
94°51'
94°53'

70
54
366
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1054

321

892
10
12
15
16
16

523

1006
21
22

160
55
43
69
71
135
117
157
783
520
67
24

30
16
258
490
68
493
143
50
42
17
186
186
75
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En las regiones del norte del estado (Huasteca alta, Huasteca baja, Totonaca y Nautla) J. curcas
se encontro principalmente en los solares o huertos familiares, registrandose no mas de tres
arboles en los sitios de recolecta. Fue constante observar que los domicilios de las personas que
tenian plantas, se ubicaban en las zonas periurbanas de las localidades y eran de bajos recursos.
Mientras que en la zona sur (regiones Papaloapan y Tuxtlas) la planta se ubicd como parte de
cercos vivos con numerosos arbustos en la zona rural. E1 5 % de los arbustos se encontr6 aislado

en potreros o tierras de cultivo (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ubicacion del arbol en el sitio de recolecta, forma de propagacion y toxicidad de la
semilla de acuerdo con el propietario.

Frecuencia y porcentaje

Variable Categoria (%)
Ubicacion del arbol Cerco vivo 21 (26)
Solar 55(69)

Aislado 4(5)
Forma de propagacion Estaca 17 (36)
Semilla 30 (64)
Toxicidad de la semilla No 36 (58)
No sabe 21 (37)

Si 3 (5)

Se encontraron plantas con un didmetro de tronco de hasta 103 cm y una altura de 8 m, aunque el
promedio estuvo en 35.91 cm y 3.74 m, respectivamente. E1 50 % de las accesiones tuvieron una

altura de 3.5 m o menos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valor medio, minimo y méximo de las variables didmetro del tallo, altura de planta, y
edad del arbol y altitud de las plantas registradas

. . Valor Valor
Variable Media Minimo Méximo
Diametro de Tallo (cm) 36 8.5 113.0
Altura Planta (m) 3.7 1.0 8.0
Edad Arbol (afios) 10.7 1.0 50.0
Altitud (m snm) 158.2 0.0 1054.0

Las personas entrevistadas o propietarios de los arbustos de J. curcas, en su mayoria fueron del

sexo masculino y de edad promedio de 51 afios. A partir de la entrevista, se documentaron seis
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usos para J. curcas, los cuales se muestran en la Figura 6, destacando como usos principales: el
comestible (46 %) y cerco vivo (41 %). En todas las regiones del estado hubo al menos una
mencion de uso como alimento. Mientras que en la zona sur del estado (Papaloapan, Tuxtlas y

Olmeca), el uso de la planta fue como cerco vivo.

14

B Comestible
H Medicinal
I Cerco vivo
B Ornamental

M Lena

No. de observaciones

@ pegamento

Figura. 6. Distribucion de los diferentes usos de J. curcas en las diferentes regiones del estado de
Veracruz, México

Se encontré que existen diferencias en cuanto a la posesion y utilizacion de J. curcas. En las
regiones de la Huasteca alta, Huasteca baja, Totonaca y Nautla, el uso que las personas le dan
esta orientado principalmente a fines alimenticios. La semilla previamente tostada, de acuerdo
con las menciones de los propietarios, se usa principalmente para preparar: salsas (42 %), botana
(29 %), tamales (27 %) y dulces (2 %).

Para la elaboracion de las salsas, las semillas tostadas se muelen y se combinan con diferentes
tipos de chiles para elaborar platillos como: enchiladas y guisos con carne de cerdo o pollo
(region Totonaca) o bien mariscos en las zonas de costa (region Nautla).

El consumo de las semillas tostadas como botana, fue reportado por al menos uno de los
entrevistados en ocho regiones, por lo que fue el uso alimenticio mas conocido en el estado, con
excepcion de las regiones Nautla y Sotavento donde no se menciono.

La utilizacion de semilla de J. curcas para la elaboracion de tamales fue mencionada

frecuentemente y de forma exclusiva en las regiones Totonaca y Nautla. La preparacion de los
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tamales era muy similar entre las localidades de ambas regiones, consistiendo en una mezcla de
masa de maiz, frijol, manteca, y variaciones en cuanto a incluir ejotes, chayote o calabacitas,
todo cocido al vapor y envuelto en hoja de platano. Sin embargo, cambi6 la forma de nombrar a
los tamales entre una y otra region, siendo “pulacles” en la region Totonaca y “chilahuates” en la
de Nautla.

La elaboracion de dulces a partir de la semilla solo tuvo una mencién en la localidad de Misantla,
perteneciente a la region de Nautla. El entrevistado menciond que era originario del estado de
Puebla y que de la localidad donde él provenia se tenia la costumbre de realizar dulces con estas
semillas.

Los usos medicinales de la planta fueron mencionados en la mayoria de las regiones, con
excepcion de las regiones de Montafias y Capital. El latex de la planta se utiliza primordialmente
contra fuegos labiales (herpes), aftas y como cicatrizante y antiséptico de heridas (27 %) (Figura

7).
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Figura 7. Usos medicinales de J. curcas mencionados por los entrevistados
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Tanto para los fuegos labiales como para las heridas, el latex se aplica directamente sin
diluciones. Los entrevistados refirieron que el fuego labial desaparece a los tres dias de iniciado
el tratamiento.

En las regiones Totonaca, Tuxtlas y Olmeca, coincidi6 el uso del latex para combatir el
“algodoncillo” o candidiasis bucal en bebes recién nacidos. El procedimiento descrito por los
entrevistados de las diferentes regiones fue muy similar, consistiendo en humedecer un pafio de
tela en el latex emanado de hojas recién cortadas, para después aplicarlo en la cavidad bucal de
los bebes. Los entrevistados manifestaron que estos procedimientos naturistas se han venido
perdiendo debido la utilizacion cada vez mas frecuente de productos alopaticos.

En la region Totonaca, se menciono la utilizacion de una infusion elaborada a partir de corteza
de J. curcas, frijol, tabaco y ajo, como un antidoto contra el veneno de serpientes y escorpiones.
En las regiones de los Tuxtlas y Olmeca se utiliza para controlar infecciones vaginales con
lavados. Como purgante solo se mencioné en la localidad de Revolucion de Abajo en la region
de los Tuxtlas.

El uso del latex para tratar dolores dentales fue registrado en la localidad de Tantoyuca,
perteneciente a la region de la Huasteca Alta, asi como en la localidad de Cotaxtla en la region
de Sotavento. El procedimiento descrito consistia en aplicar el latex recién emanado de un hoja
cortada y aplicarlo en la pieza dental afectada, el procedimiento se repite a lo largo del dia hasta
que el dolor disminuye. Adicionalmente en la localidad de Chontla en la Huasteca Baja, se hizo
mencion del uso del latex de J. curcas para curar la presencia de cataratas en gallinas.

En el Cuadro 5 se muestra lo reportado por los entrevistados sobre la toxicidad de las plantas y el
producto del analisis de contenido de ésteres de forbol. De las personas que respondieron
afirmativamente sobre la toxicidad de sus plantas, refirieron que el consumo de las semillas
ocasionaba dolores estomacales, vomito y diarrea. En las muestras recolectadas en las regiones
Huasteca alta, Huasteca baja, Totonaca y Nautla, no se detectaron ésteres de forbol, coincidiendo
con la respuesta de los entrevistados que sus plantas no son toxicas. Sin embargo, en la accesion
[-01 de la region Capital y las [-44 y [-45 de la region Tuxtlas, se detectaron ésteres de forbol,

aun cuando los entrevistados las consideraron no toxicas.
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Cuadro 5. Percepcion de los entrevistados sobre la toxicidad de J. curcas y contenido de ésteres

de forbol.
Zona del Clave Region Percepcion de Toxicidad de  Contenido de ésteres de
Estado accesion la Planta forbol (mg/g)
1-02 Huasteca alta - ND
1-04 Huasteca alta No ND
I-05 Huasteca alta No ND
1-08 Huasteca baja No ND
I-11 Huasteca baja - ND
~ I-13 Totonaca No ND
o I-14 Totonaca No ND
a I-16 Totonaca - ND
= 1-18 Totonaca No ND
1-22 Totonaca No ND
1-25 Totonaca No ND
1-77 Totonaca No ND
1-78 Totonaca - ND
1-79 Totonaca - ND
1-26 Nautla No ND
1-27 Nautla - ND
1-29 Nautla No ND
I-30 Nautla No ND
I-31 Nautla - ND
® 1-80 Nautla No ND
2 1-01 Capital No 0.43
o 1-32 Capital - ND
o 1-52 Sotavento No 0.23
1-53 Sotavento - 0.16
1-64 Sotavento No ND
1-65 Sotavento - ND
1-61 Montafias - 0.65
1-62 Montaiias No ND
I-33 Papaloapan Si 0.42
1-34 Papaloapan - ND
I-35 Papaloapan - 0.45
I-36 Papaloapan - 0.66
1-57 Papaloapan Si 0.23
1-59 Papaloapan - 0.38
1-38 Tuxtlas Si 0.12
n 1-41 Tuxtlas - ND
c 1-42 Tuxtlas - 0.28
. 1-43 Tuxtlas - 0.44
1-44 Tuxtlas No 0.43
1-45 Tuxtlas No 0.48
1-81 Tuxtlas - 0.33
1-82 Tuxtlas - 0.59
1-47 Olmeca - ND
1-48 Olmeca - ND
1-83 Olmeca - 0.28

ND: No detectado; - : No entrevistado
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Las plantas con ésteres de forbol, se ubicaron exclusivamente en las zonas centro y sur del
estado. De acuerdo con informacion proporcionada por los entrevistados, el origen de los accesos
[-47, 1-64 y 1-65 eran de la regiéon Totonaca y posteriormente fueron llevados a las regiones

Olmeca y Sotavento.

2.4 Discusion

Se encontro la presencia de J. curcas en todas las regiones del estado de Veracruz. Sin embargo,
la mayor distribucion se tuvo en las regiones de clima tropical con temperaturas medias anuales
entre los 20 y 26 °C y precipitaciones pluviales anuales superiores a los 1,160 mm. La menor
distribucion se tuvo en las regiones con clima templado (Capital y Montafias) debido a una baja
tolerancia al frio (Achten et al., 2008). De acuerdo con Nufniez-Colin y Goytia-Jiménez (2009),
en México, J. curcas puede distribuirse ampliamente en todas las regiones tropicales y
subtropicales, mientras que es poco comun encontrarla en regiones templadas, aridas o
semiaridas o con precipitaciones inferiores a los 944 mm afio” (Maes et al., 2009).

No fue posible encontrar poblaciones silvestres de J. curcas, no obstante se han descrito
poblaciones en estas condiciones en la parte sur de México, especificamente en selvas baja
caducifolia y mediana subcaducifolia y formando parte de vegetacion secundaria (Ovando-
Medina et al., 2011b). La mayoria de las plantas ubicadas (95 %) fueron establecidas
intencionalmente por el hombre, en los traspatios de las casas o bien como cerco vivo. Las que
fueron encontradas aisladas de toda actividad humana, probablemente fueron dispersadas por
animales, como ardillas y loros.

J. curcas es una planta considerada multiproposito, dada la variedad de usos descritos
(Openshaw, 2000; Kumar y Sharma, 2008; Ye et al., 2009). La encuesta reportd varios usos para
la planta, aunque dependiendo de la region del estado, algunos de ellos fueron predominantes.

El uso comestible de J. curcas solo se ha documentado en México, en los estados de Veracruz
(Martinez-Herrera et al., 2006) y Quintana Roo (Makkar et al., 1998b). En Veracruz, el consumo
J. curcas se ha circunscrito a la region Totonaca (Makkar et al., 1998a). De acuerdo a resultados
previos J. curcas no toxica se distribuye en una area mas amplia, abarcando las regiones
Huasteca Alta, Huasteca Baja, Nautla y Sotavento, donde su principal uso es comestible (Valdes-

Rodriguez et al., 2013).
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En la region Totonaca y Nautla el consumo de semillas tostadas (botana) o como ingrediente en
diferentes guisos es una practica muy aceptada. El sabor de las semillas tostadas es comparado al
del cacahuate, ademas de que presentan un alto contenido nutricional, como lo ha revelado el
analisis proximal del endospermo. Se reporta que el endospermo de la semilla presenta un
contenido de proteina cruda de entre 27 y 30 %, y de lipidos entre 55 y 62 % en base a materia
seca (Makkar et al, 1998a).

La utilizacion de la planta como alimento en las regiones del sur de estado es muy limitado,
debido a que la mayoria de las plantas son toxicas. Los entrevistados mencionaron en forma
recurrente que el consumo de las semillas crudas causaba vomitos, nduseas y fuertes diarreas.
Estos sintomas se pueden asociar a que las semillas de J. curcas contienen compuestos
antinutricionales, como fitatos, lectinas, saponinas, inhibidores de tripsina y un grupo de
compuestos denominados ésteres de forbol, los cuales causan diversos efectos a la salud (Rakshit
et al.,2008).

El caracter toxico mas grave es ocasionado por la presencia de los ésteres de forbol, cuyos
efectos bioldgicos incluyen formacion de tumores, proliferacion celular, activacion de plaquetas,
inflamacion y produccion de prostaglandinas entre otros (Haas y Mittelbach, 2000; Goel ef al.,
2007). La presencia de ésteres de forbol, se detectdé en muestras provenientes de las zonas centro
y sur del estado, coincidiendo con las regiones donde el consumo de semillas es practicamente
nulo y la planta se utiliza preferentemente como cerco vivo.

El tostado de las semillas de J. curcas inactiva completamente a compuestos toxicos presentes
como el inhibidor de la tripsina y reduce la actividad de la lectinas. Sin embargo, se ha visto que
las saponinas, los fitatos y los ésteres de forbol no se ven afectados a las temperaturas
generalmente utilizadas para su tostado y consumo posterior (Makkar et a/, 1998b). Para la
degradacion completa de compuestos como los ésteres de forbol, se necesita aplicar una
temperatura de 230 °C a una presion de 3 milibares (Haas y Mittelbach, 2000).

El uso comestible de las accesiones [-47, [-64 y I-65 documentado en el centro y sur del estado
(regiones Sotavento y Olmeca), correspondid a personas migrantes originarias del norte del
estado. Fue notable observar que la ubicacion de los arbustos para estos casos, fue similar al
encontrado en las regiones de la zona norte, es decir en los traspatios y no como cerco vivo como

fue constante observarlos en la zona sur.
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La presencia de ésteres de forbol en accesiones del centro y sur del estado, y la ausencia en la
zona norte, puede ser producto de un proceso de seleccion y domesticacion de la especie por los
grupos indigenas que han habitado estas areas (Totonacos y Huastecos), y su distribucion
geografica tiene relacion con acciones antrdpicas por la cultura de su consumo. En este sentido,
se requieren estudios mas profundos para rastrear el origen genético de la expresion de la
caracteristica no toxica y su distribucion.

Recientemente, se ha promovido el establecimiento de plantaciones en diferentes estados de
México, incluyendo a Chiapas, Morelos, Michoacan y Veracruz, debido al gran interés que ha
generado la utilizacion del aceite de J. curcas como materia prima para la produccion de
biodiesel (Abdulla et al., 2011). Por tanto, resulta particularmente importante tomar previsiones
sobre la utilizacion de materiales toxicos en regiones donde predominan plantas no toxicas (sin
ésteres de forbol), ya que existe el riesgo de contaminacion genética de los materiales nativos y
se pude afectar con ello la salud de las personas consumidoras y eventualmente la degeneracion
de este recurso genético.

En la zona sur del estado de Veracruz, la utilizacion del J. curcas como cerco vivo fue alta. Este
uso de la planta es una practica ampliamente difundida alrededor del mundo, por su facil
propagacion por estacas y para la proteccion de los campos de cultivo dada su baja palatabilidad
para el ganado bovino (Kumar y Sharma, 2008). No existen datos sobre el inicio del uso de los
cercos vivos en México, se ha planteado que su empleo se extendio con la introduccion de la
ganaderia extensiva durante la época de la colonia (Challenger y Elizondo, 1998).

De acuerdo con los datos recabados, la comercializacion de las semillas tostadas de J. curcas
destinadas al consumo humano como botana, ha tendido a desaparecer en los mercados locales
de algunas localidades de la region Totonaca, donde hasta hace unos afios era posible adquirirla.
La almendra se utiliza como sustituto de la semilla de calabaza pipian (Cucurbita mixta) en la
elaboracion de salsas para acompaiar una gran diversidad de guisos. Ademas, su uso como cerco
vivo de igual manera a disminuido al ser desplazado por arboles de la especie Bursera simaruba
(palo mulato), el cual a diferencia de J. curcas tiene la ventaja de que requiere de menos podas,
resiste mejor las grapas y tiene un mayor aprovechamiento maderable. De acuerdo con Reyes y
Rosado (2000), en la eleccion de una especie como cerco vivo, el propietario del terreno

considera no solo las caracteristicas que deben reunir las plantas en congruencia con los
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requerimientos de cercado, sino también el periodo de crecimiento, las labores de mantenimiento
y los productos ttiles adicionales que pueden obtenerse.

Todas las partes de la planta se han utilizado en la medicina humana tradicional y en veterinaria.
En Veracruz, la aplicacion topica del latex exudado de hojas recién cortadas, es la forma mas
comun de tratar padecimientos como los fuegos labiales y como coadyuvante en la cicatrizacion
de heridas. La accion antiviral del latex ha sido reportada (Tewari y Shukla, 1982), al igual que
la capacidad de cicatrizacion, que puede estar relacionada con la actividad de una enzima
proteolitica (Villegas et al., 1997). Los tiempos de coagulacion pueden disminuirse o aumentarse
segiin la concentracion del latex que se aplique (Kumar y Sharma, 2008). El latex también
contiene compuestos que pueden ocasionar efectos negativos en la salud humana, como la
curcaciclina que afecta el sistema del complemento y la proliferacion de células T y se
encuentran implicadas en la defensa del organismo contra infecciones y células tumorales (van
den Berg et al., 1995).

En Veracruz, la presencia de ésteres de forbol en las plantas de J. curcas no ha sido limitante
para ser usada con propoésitos medicinales. Los ésteres de forbol se concentran principalmente en
el endospermo de la semilla y en menor grado en el latex de las hojas (Devappa et al., 2011), que

son las principales partes de la planta utilizadas con fines medicinales.

2.5 Conclusiones

J. curcas tiene una amplia distribucion en el estado de Veracruz pudiendo encontrarla en muy
variadas condiciones edafoclimaticas, lo que demuestra su capacidad de adaptacion.

En Veracruz al igual que en otras partes de México y el mundo, a J. curcas es utilizada con
diferentes propdsitos. La utilizacion de la planta con fines alimenticios, estuvo en funcion de la
presencia o ausencia de ésteres de forbol en las semillas. Situacion que se presentd de manera
constante en las regiones localizadas al norte del estado.

El origen de esta caracteristica en las plantas no esta del todo claro, pero la presencia de este
germoplasma posibilita su utilizacion en un sin nimero de aplicaciones industriales y
alimentarias. Identificar caracteristicas sobresalientes en materiales no toxicos, es importante

para integrarlos a un programa de mejoramiento genético de la especie.
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CAPITULO III. DIVERSIDAD GENETICA DE Jatropha curcas L. EN EL ESTADO DE
VERACRUZ, MEXICO USANDO MARCADORES DE MICROSATELITES Y SU
RELACION CON LA PRESENCIA DE ESTERES DE FORBOL (¢)

Resumen

El interés creciente a nivel mundial por Jatropha curcas radica en el alto contenido de aceite en
sus semillas el cual puede ser utilizado como materia prima para la produccion de biodiesel. Esta
planta es nativa de México (Mesoamérica) y se pueden encontrar plantas toxicas y no toxicas.
Sin embargo, existe poca claridad sobre la diversidad genética de J. curcas. El proposito de este
trabajo fue analizar la diversidad genética de 64 accesiones de J. curcas del estado de Veracruz,
Meéxico mediante microsatélites y su relacion con la presencia de ésteres de forbol. Se utilizaron
12 microsatélites disefiados previamente para esta especie. Los loci se amplificaron por medio de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los alelos fueron separados en geles de
poliacrilamida y visualizados mediante tincion con plata. En 38 accesiones (59%) se determind
la presencia de ésteres de forbol por HPLC. Todos los loci amplificaron, seleccionando a seis de
acuerdo con la claridad de los alelos y al polimorfismo generado. S6lo en dos de los seis loci
utilizados se detectaron ejemplares heterocigotos. Las accesiones recolectadas en la parte norte
del estado de Veracruz tendieron a agruparse. De acuerdo con el andlisis de forbol, se confirmo
la presencia de materiales toxicos y no toxicos de J. curcas en Veracruz, México. A nivel
genético, ninguno de los microsatélites empleados lograron discriminar entre muestras toxicas y
no toxicas. Las plantas toxicas se localizaron en el centro y sur del estado con contenidos de
ésteres de forbol de 0.12 a 0.66 mg/g, mientras que las plantas no toxicas se distribuyeron en
todo el estado. Dada la gran importancia de J. curcas como biocombustible, la utilizacion de
técnicas moleculares son de gran ayuda para ubicar y seleccionar individuos sobresalientes para
programas de mejoramiento genético, donde el estado de Veracruz podria ser un nicho de
biodiversidad de esta planta.

Palabras clave. Diversidad genética, ésteres de forbol, Jatropha curcas, microsatélites, Veracruz
(#) Manuscrito enviado a la revista Global Advance Research Journal of Agricultural Science

(GARJAS), aceptado para publicacion
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GENETIC DIVERSITY OF Jatropha curcas L. IN VERACRUZ STATE, MEXICO, AND
ITS RELATIONSHIPS WITH THE CONTENT OF PHORBOL ESTERS

Abstract

There is growing interest worldwide for Jatropha curcas because of the high oil content in the
seeds, which can be used as base material for biodiesel production. This plant is native to Mexico
(Mesoamerica) and can be found as toxic and non-toxic. However, there is little information on
the genetic diversity of J. curcas. The purpose of this study was to analyze the genetic diversity
of 64 accessions of J. curcas in the state of Veracruz, Mexico, and its relationship with the
contents of phorbol esters. We used 12 microsatellites designed previously for this species. Loci
were amplified using the polymerase chain reaction and alleles were separated on
polyacrylamide gels. From all loci amplified, six were selected according to the clarity of the
alleles and the polymorphisms generated. Heterozygous individuals were detected in only two of
the six loci used. The accessions collected from northern Veracruz state were clustered together.
Phorbol ester analysis confirmed the presence of toxic and non-toxic J. curcas. At the genetic
level, none of the microsatellites employed were able to distinguish between toxic and non-toxic
samples. Toxic plants were found in the central and southern parts of the state with phorbol ester
contents ranging from 0.12 to 0.66 mg g™, while non-toxic plants were distributed throughout the
state. Given the importance of J. curcas as a biofuel, and the diversity of this plant species in the
state of Veracruz, molecular techniques are helpful in locating and selecting individuals for
breeding programs.

Keywords: Genetic diversity, Phorbol esters, Jatropha curcas, Microsatellites, Veracruz
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3.1 Introduccion

En muchos paises alrededor del mundo, el interés por estudiar a Jatropha curcas se ha
incrementado, debido al alto potencial que tiene el aceite de sus semillas como materia prima
para la produccion de biodiesel. Jatropha curcas pertenece a la familia Euphorbiaceae, en
Meéxico se le conoce como “pifion” o pinoncillo (Rodriguez-Acosta et al., 2009). Esta planta
puede llegar a alcanzar hasta 7 m de altura y tiene una longevidad de alrededor de 50 afios
(Achten et al., 2008). J. curcas crece en diversas condiciones de suelo y clima (Herrera et al.,
2010), aunque preferentemente se le encuentra en zonas de clima tropical y subtropical (Pecina-
Quintero et al., 2011). La planta es utilizada generalmente como cerco vivo (Reyes y Rosado,
2000) y en algunas comunidades rurales de los estados de Veracruz y Puebla, las semillas se
utilizan en la preparacion de platillos locales (Makkar et al., 1998; Martinez-Herrera et al.,
2006).

La amplia distribucion de J. curcas en México, y la presencia de 46 especies del género
(Steinmann, 2002), ubican a este pais como centro de origen; de donde fue dispersada por
comerciantes Portugueses a Tailandia y otros paises asiaticos, hace mas de dos siglos (Sun et al.,
2008; Senthil Kumar et al., 2009; Tatikonda et al., 2009; Sirithunya y Ukoskit, 2010; Ovando-
Medina et al, 2011a). Adicionalmente en el municipio de Papantla, Veracruz, se ha
documentado la presencia de accesiones no toxicas las cuales contienen poco o nulo contenido
de ésteres de forbol (Makkar et al., 1998).

El establecimiento de plantaciones comerciales de J. curcas en México y en otros paises, se ha
visto limitado por problemas como: 1) alta variabilidad en rendimiento por planta 2) asincronia
en la maduracion del fruto, 3) presencia de compuestos toxicos en el aceite y subproductos, y 4)
ataque de plagas y enfermedades. Lo cual puede explicarse dado que la planta ain se encuentra
en un proceso de domesticacion, y por tanto se requiere seleccionar individuos con
caracteristicas sobresalientes en un programa de mejoramiento genético (Grativol et al., 2011).
El uso de marcadores moleculares de ADN, es una herramienta utilizada con éxito en muchas
especies de plantas de importancia comercial en la biisqueda de diversidad genética (Botta et al.,
1995; Varshney et al., 2005). Existen varios estudios sobre la diversidad genética de J. curcas
con el uso de diferentes marcadores moleculares. Basha y Sujatha (2007), reportaron niveles
bajos de diversidad genética al analizar 42 accesiones de J. curcas procedentes de diferentes

regiones de la India, utilizaron 400 primers RAPD y 100 ISSR, encontrando un polimorfismo del
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42% y 33.5% para cada tipo de primer usado respectivamente. En un estudio posterior, Ranade et
al. (Ranade et al., 2008), con siete primers RAPD’s y cuatro DAMD, encontraron niveles altos
de variacion genética en 12 accesiones de J. curcas recolectados en India, atribuido al
incremento de la variabilidad genética a la inclusion de materiales silvestres.

La obtencion de nuevas secuencias de microsatélites para J. curcas (Pamidimarri et al., 2009),
asi como la utilizacion de microsatélites de especies relacionadas, como Manihot esculena (Wen
et al., 2010), ha hecho posible revelar la diversidad genética entre accesiones recolectadas en
diferentes sitios geograficos y dilucidar relaciones filogenéticas entre algunas especies del
género Jatropha (Sudheer et al., 2011). Ademas, han resultado ttiles para diferenciar entre
accesiones toxicas y no toxicas.

Sin embargo, en la mayoria de los estudios con microsatélites, u otros marcadores moleculares
de ADN, se ha reportado una baja diversidad genética en accesiones de J. curcas provenientes de
un mismo pais y s6lo se ha encontrado alguna variabilidad genética cuando se han incluido
accesiones procedentes de diferentes paises. En China (Sun et al., 2008), se analizaron 58
accesiones de J. curcas con marcadores microsatélites y AFLP’s, se encontr6 que de 77 loci de
microsatélites probados, solo uno resultd polimodrfico con dos alelos, mientras que de siete
AFLP’s, el 14.3% mostraron ser polimodrficos. No obstante, s6lo con los microsatélites pudo
encontrarse variabilidad genética entre accesiones de China y Malasia.

En estudios donde se han incluido accesiones Mexicanas, la variabilidad detectada se atribuye a
la presencia de accesiones mexicanas, generalmente no toéxicas (Na-ek ef al., 2011). En el
analisis de accesiones toxicas y no tdxicas mediante microsatélites, se ha puesto especial
atencion en identificar marcadores de microsatélites que ayuden a diferenciarlas. Basha et al.
(2009), probaron 17 microsatélites en 72 accesiones provenientes de 13 paises. Con el
microsatélite jcSSR26, obtuvieron 4 alelos de los cuales uno resultd especifico para las
accesiones no toxicas. Por otra parte, Sudheer et al. (Sudheer Pamidimarri et al., 2009)
encontraron un alelo homocigoto en accesiones toxicas con el microsatélite jcms21 en seis
accesiones divergentes, donde se incluyd una accesion no toxica procedente de México. Tanya et
al. (2011) reportaron que cinco microsatélites (MPN006, MPN007, MPNO008, MPNOI6,
MPNO046) de 49 diseniados por ellos, mostraron claramente distintos patrones de bandeo entre 26
accesiones mexicanas no toxicas y 10 accesiones asiaticas toxicas. Sin embargo, si bien los

autores indicaron la utilidad de estos nuevos microsatélites para diferenciar entre accesiones

59



toxicas y no toxicas, queda poco claro si la variabilidad genética encontrada pudo estar
relacionada a la procedencia de las accesiones mas que a su toxicidad.

En México, la informacién disponible sobre la diversidad genética de J. curcas es limitada. Sin
embargo, se han reportado estudios en materiales procedentes del estado de Chiapas, al sureste
de México, los cuales han sugerido la existencia de una alta diversidad genética. Pecina et al.
(2011), utilizando seis marcadores AFLP en 88 accesiones de J. curcas, reportaron niveles altos
de polimorfismo (90 %) y de diversidad genética (60 %). Resultados similares fueron obtenidos
por Ovando et al. (2011b), quienes también con marcadores AFLP analizaron cinco poblaciones
de J. curcas colectadas en cercos vivos, el polimorfismo obtenido por ellos fue de 81.18 % y de
acuerdo con la AMOVA, la mayor variaciéon se encontré dentro de la poblacion (87.8 %) que
entre las poblaciones (7.88%).

Con base en estos antecedentes, los objetivos de este estudio fueron conocer la diversidad
genética disponible en el germoplasma de J. curcas del estado de Veracruz, México con el uso
de marcadores microsatélites y buscar su relacion con el contenido de ésteres de forbol; ademas
identificar individuos de elevada diversidad genética y baja toxicidad, con potencial para

integrarse en programas de mejoramiento genético.

3.2 Materiales y métodos

Material vegetal

En los meses de septiembre y octubre, se realizé una busqueda y localizacion de plantas de J.
curcas en diferentes localidades del estado de Veracruz (Figura 8).

La recolecta de accesiones se realizo, en los distintos tipos de vegetacion, clima y altitud, para
obtener materiales silvestres o cultivados presentes en el estado. Se recolectaron un total de 64
accesiones (Cuadro 6), de éstos se tomo una muestra de hojas jovenes para la extraccion de
ADN. Las hojas se desinfectaron con una solucion de cloro al 5% y se conservaron en bolsas
plasticas con silica hasta su procesamiento en el laboratorio. Durante la recolecta, 38 plantas se
encontraban en etapa de fructificacion por lo que se tom6 una muestra de 500 g de semilla para

determinar el contenido de ésteres de forbol y determinar su toxicidad.
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Figura 8. Ubicacion de los sitios de recolecta de accesiones de J. curcas en el estado de
Veracruz, México

Extraccion de ADN, amplificacion y analisis de microsatélites

La extraccion de ADN se realizd a partir de 200 mg de tejido foliar seco, con el kit comercial
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania) siguiendo las especificaciones del proveedor. La
concentracion y calidad del ADN se determindé mediante electroforesis en geles de agarosa al
0.8%. La concentracion de ADN se estandarizd para todas las accesiones antes de realizar las

amplificaciones.
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Cuadro 6. Clave, municipio, region, coordenadas geograficas y altitud de los sitios donde se

recolectaron las accesiones de J. curcas en el estado de Veracruz, México

Altitud
Clave Municipio Region Latitud (N)  Latitud (O) (m snm)

1-01 Actopan Capital 19°35' 96°23' 4
1-02 Panuco Huasteca Alta 21°54' 98°17' 30
1-03 El Higo Huasteca Alta 21045 98°25' 20
1-04 Tantoyuca Huasteca Alta 21°18' 98°20 130
1-05 Tantoyuca Huasteca Alta 21018’ 98°16' 94
1-06 Tantoyuca Huasteca Alta 2115 98°10' 113
1-07 Ixcatepec Huasteca Baja 2101 98°00' 258
1-08 Ixcatepex Huasteca Baja 2101y 97°59' 228
1-09 Chontla Huasteca Baja 21°17' 97°55' 281
I-10 Tantima Huasteca Baja ~ 21°2¢' 97°50" 184
I-11 Tancoco Huasteca Baja 21°14' 97°43' 136
I-12 Temapache Huasteca Baja ~ 20e55' 97°40' 31
I-13 Papantla Totonaca 20°27' 97°19' 173
I-14 Papantla Totonaca 20027' 97°19' 170
I-15 Papantla Totonaca 20024' 97°19' 98
I-16 Papantla Totonaca 20°19' 97°16' 31
I-17 Papantla Totonaca 20°15' 97°15' 77
I-18 Papantla Totonaca 20°11' 97°15' 119
I-19 Papantla Totonaca 20°23' 97°12' 64
1-20 San Rafael Nautla 20°13' 97°01' 35
1-21 San Rafael Nautla 20°12' 97°00" 96
1-22 Papantla Totonaca 20°28' 97°15' 43
1-23 Gutiérrez Zamora Totonaca 20°26' 97°06' 10
1-24 Tecolutla Totonaca 20024' 96°59' 5
1-25 Tecolutla Totonaca 20°15' 96°48' 5
1-26 San Rafael Nautla 20°10' 96°53' 9
1-27 Martinez de la Torre  Nautla 20°06' 96°00' 70
1-28 Misantla Nautla 20°03' 96°58' 54
1-29 Misantla Nautla 19°55' 96°46' 366
1-30 Misantla Nautla 19°53' 96°48' 631
1-31 Yecuatla Nautla 19°50' 96°48' 1054
1-32 Coatepec Capital 19°24' 96°52' 892
1-33 Alvarado Papaloapan 18°47' 95°47" 21
1-34 Alvarado Papaloapan 18°47' 95°45' 22
1-35 Lerdo de Tejada Papaloapan 18°38' 95°31" 5
1-36 Angel R. Cabada Papaloapan 18°34' 95°20' 160
1-37 Catemaco Tuxtlas 18°32' 95°07" 783
1-38 Catemaco Tuxtlas 18°31' 95°05' 520
1-39 Catemaco Tuxtlas 18°29' 95°02' 67
1-40 Catemaco Tuxtlas 18°33' 95°03' 24
1-41 San Andrés Tuxtla Tuxtlas 18°38' 95°06' 8
1-42 San Andrés Tuxtla ~ Tuxtlas 18°40' 96°09' 30
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1-43
1-44

1-45
I-46
1-47
1-48
1-49
I-51
I-52
I-53
I-54
I-55
I-56
I-57
I-58
I-59
1-60
I-61
1-62
1-63

I-64

1-65

San Andrés Tuxtla
San Andrés Tuxtla
Hueyapan de
Ocampo
Acayucan

Las Choapas
Moloacan
Chinameca

San Pedro Soteapan
Veracruz

Cotaxtla

Tierra Blanca
Cosamaloapan
Playa Vicente
Playa Vicente
Playa Vicente
Xochiapa

Playa Vicente
Yanga
Ixtaczoquitlan
Veracruz

Manlio Fabio
Altamirano
Manlio Fabio
Altamirano

Tuxtlas
Tuxtlas
Tuxtlas

Olmeca
Olmeca
Olmeca
Olmeca
Olmeca
Sotavento
Sotavento
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Papaloapan
Montafias
Montafias
Sotavento
Sotavento

Sotavento

18°41'
18°26'

18°18'
18°04'
17°45'
17°57
18°05'
18°09'
19°10'
18°55'
18°26'
18°08'
17°54'
17°44'
17°55'
17°39'
17°47
18°49'
18°53'
19°8'

19°11

19°11'

95°14'
95°10'

96°06'
94°57'
94°06'
94°13'
94°42'
94°51"
96°8'

96°12'
96°20'
96°08'
95°39'
95°48'
95°12'
95°33'
95°34'
96°49'
97°01"
96°10'

96°20'

96°20'

16
258

490
143
50
42
17
186
10
12
55
43
69
77
135
117
157
523
1006
12

16

15

Se probaron 12 loci de microsatélites caracterizados previamente para J. curcas (Pamidimarri et

al., 2009). De éstos se seleccionaron seis que resultaron polimorficos: jeds10, jeds41, jepso6,

jeps9, jeps21l y jems30 (Cuadro 7). Con excepcion del locus jeds4l, las temperaturas de

hibridacion reportadas para el resto de los loci se modificaron como sigue: 59 °C para jeds10, 57

°C para jcds41 y jeps6, 65 °C para jeps9 y jeps2l, y 55 °C para jems30. El cambio de las

temperaturas de hibridacion se debid a que en las pruebas preliminares con las temperaturas

recomendadas se observaron subproductos de la reaccion de amplificacion en los geles de

acrilamida, por lo que se calcularon nuevas temperaturas para inhibir la aparicion de éstos y

obtener geles con bandas definidas y claras.

63



Cuadro 7. Caracteristicas de los seis microsatélites utilizados

Marcador . . . Secuencia Tamafio del
No. GenBank Secuencia del primer (3°-3") T A repetida alelo (pb)
jeds10 F: CATCAAATGCTAATGAAAGTACA 46.5 4 (TG)6CACGCA(  108-122
(EU586340) R: CACACCTAGCAAACTACTTGCA TG)4
Jeds41 F: AACACACCATGGGCCACAGGT 56.5 5 (CA)6(TA)2 102-114
(EU586341) R:.TGCATGTGTGCGGGTTTGATTAC
Jeps6 F: CCAGAAGTAGAATTATAAATTAAA 44.0 (AT)3G(TA)3 ... 288-305
(EU586346) R: AGCGGCTCTGACATTATGTAC 4 (CT)3

...(GT)5CT(GT)3
Jeps9 F: GTACTTAGATCTCTTGTAACTAACAG 48.0 4 (GT)3GC(TG)2A  140-165
(EU586347) R: TATCTCTTGTTCAGAAATGGAT (GT)3
Jeps21 F: CCTGCTGACAGGCCATGATT 54.8 3 (CA)2 ... (CA)M 189-200
(EU586349) R: TTTCACTGCAGAGGTAGCTTGTATA
Jems30 F: GGGAAAGAGGCTCTTTGC 48.5 ) (GT)5T(TG)2 135-144

(EU586351) R: ATGAGTTCACATAAAATCATGCA
T, (°C) = temperatura de hibridacion; A = Alelos
Tomado de Pamidimarri et al. (2009)

La amlificacion de los microsatélites se realizdo en un volumen de 25 uL, conteniendo: buffer
TBE 1X (10 mM Trizma, 8.9 mM é&cido borico y 2 mM Na, EDTA), 1.5 mM de cloruro de
magnesio, dNTPs a una concentracion de 2 mM cada uno, 10 uM de loci de microsatélite, 25 ng
de templado de ADN y 1.5 unidades de enzima Taq polimerasa (Invitrogen, California, Estados
Unidos). La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador (Labnet Multigene 11) con
las mismas condiciones de reaccion propuestas por Pamidimarri et al. (2009).

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis vertical (Thermo Scientific Owl
P10DS Dual Gel System), en geles de poliacrilamida al 6% y buffer TBE 1X, siguiendo el
procedimiento descrito por Benbouza et al. (2006). Previo a la electroforesis, el ADN se
desnaturalizé 2 minutos a 92 °C. Se utilizaron dos marcadores de tamafio, uno se coloco en la
primer fila del gel y consistid en 11 fragmentos desde 100 a 1100 pares de bases (pb) en
incremento de 100 pb (Promega, California, Estados Unidos) y otro mas se coloco en la parte
media, consistente de 12 fragmentos de 500 a 12000 pb (Invitrogen, Carlsbad, California,
Estados Unidos). Los geles se tifieron con nitrato de plata hasta el revelado de las bandas.
Posteriormente se captur6 la imagen con una camara Kodak Digital Science®. Para determinar el
tamafio de los alelos (pb) se utilizé el software 1D Image Analysis (version 3.0) tomando como

referencia los dos marcadores.
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Obtencion y analisis de ésteres de forbol

Los ésteres de forbol se obtuvieron de acuerdo con el procedimiento descrito por Makkar y
Becker (1997) con modificaciones menores. Un gramo de endospermo de semilla de J. curcas
fue sonicado por tres minutos con 10 mL de metanol absoluto y centrifugado a 3,000 g por 8
min. Se colectd el sobrenadante y se repitié la operacion de extraccion dos veces mas. El
sobrenadante recuperado, se secd con un rotavapor a 40° C. Posteriormente, los extractos secos
se re-disolvieron en 1 mL de metanol y se transfirieron a un vial de HPLC para su andlisis. La
cuantificacion de ésteres de forbol se realiz6 en un HPLC Agilent 1200, utilizando una columna
RP18 (Phenomenex) de 150 x 4.6 mm y 5 m. Como fase movil se emplearon gradientes de agua
y acetonitrilo. Los picos resultantes se integraron y los resultados se expresaron como

equivalentes al 12-miristato-13-acetatoforbol.

Analisis de la diversidad genética

La diversidad genética se caracterizo en términos del numero de alelos (Na), niveles observados
y esperados de homocigocidad (Hy) y heterocigocidad (Hg) e indice de diversidad de Nei (h)
utilizando el programa Popgene (Yeh et al., 2000), asumiendo equilibrio de Hardy-Weinberg. La
informacion del contenido de polimorfismo (PIC) para cada locus se calcul6 con el complemento
para Excel MICROSAT v. 2007, siguiendo la formula PIC = 1-2 Pi, donde Pi es la frecuencia de
alelos 1, en los genotipos examinados (Weir y Cockerham, 1984). La presencia de alelos nulos se
calculdo con la estimacion de maxima verosimilitud (ML) del algoritmo EM (Expectation-
Maximization) de Dempster et al. (1977) en el programa GenePop 4.0 (Rousset, 2008). El indice
de fijacion (F) se calculé como una medida de exceso o deficiencia de heterocigocidad dentro de
la especie con el programa FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet, 2001). Se construyé una matriz
binaria de presencia (1) o ausencia (0) de alelos y se calculd el coeficiente de similitud de
Jaccard. La similitud entre las accesiones se agrupd con el método Unweighted Pair Group

Method with Averages (UPGMA).
3.3 Resultados

Se usaron seis loci de microsatélite para caracterizar la diversidad genética de J. curcas en el

estado de Veracruz, México. El tamaiio de los alelos vario de 124 pb para jcms30 a 806 pb para
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jeps6. En total se registraron 18 alelos con una media de tres alelos por locus. jeds41 fue el locus
que presenté mayor nimero de alelos, con cinco (Cuadro 8).

La heterocigocidad observada (Hp) fue entre 0 y 0.2500, mientras que la heterocigocidad
esperada (Hg) estuvo entre 0.6667 y 0.8929 para los loci jcds10 y jeds41. La media de Ho y Hg
fue de 0.125 y 0.764, respectivamente. Los valores de PIC variaron entre 0.375 y 0.746 con una
media de 0.522. De acuerdo con el indice de fijacion (F), se encontré un exceso de individuos
homocigotos en los loci jeds10, jeps6, jeps9 y jeps21.

La frecuencia de alelos nulos vari6 de 0.3333 para el locus jems30 a 0.7071 para los loci jeds10,

jeps9 y jeps21.

Cuadro 8. Polimorfismo obtenido con seis loci de microsatélites en 64 accesiones de J. curcas

Locus N Na Ho Hg h PIC F Frecuencia
alelos nulos
jeds10 4 2 0.000 0.6667  0.500 0.375 1.000  0.7071
jeds4l 8 5 0.250 0.8929 0.7812 0.746 0.680  0.4286
jeps6 8 4 0.000 0.8571  0.7500 0.703 1.000  0.5854
jeps9 4 2 0.000 0.6667  0.5000 0.375 1.000  0.7071
jeps21 4 2 0.000 0.6667  0.5000 0.375 1.000  0.7071
jems30 4 3 0.500 0.8333  0.6250  0.555 0.200  0.3333
Media 5333 3 0.1250 0.7639  0.6094  0.522 0.8133

Desv.Est  1.886  1.155  0.2092 0.1082  0.1307

N: Tamafio de muestra; Na: nimero de alelos; Ho: heterocigocidad observada; Hg:
heterocigocidad esperada; h: indice de diversidad de Nei; PIC: Informacion del contenido
polimorfico; F: indice de fijacion

El fenograma obtenido con los valores de similitud separa las accesiones en ocho grupos (Figura
9). En el Grupo I se encuentran accesiones recolectadas en las zonas norte y centro del estado, se
incluyen las recolectadas en las regiones de la Huasteca baja (6), Totonaca (11), Capital (1) y de
las Montafias (2). El Grupo II se conformd por las accesiones 1-03, 1-26, [-44 e 1-53, que
corresponden a las regiones Huasteca alta, Nautla, Tuxtlas y Sotavento respectivamente. Tanto el
Grupo III, como los restantes Grupos estuvieron formados por las accesiones recolectadas en las

zonas centro y sur del estado, pertenecientes a las regiones Sotavento, Papaloapan, Tuxtlas y
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Olmeca. Las accesiones 1-40, [-63, 1-60 e 1-42 presentaron la mayor disimilitud y se separaron en

forma individual del resto.

VADIAP I 1 NI TSI~ DA ATV AR

A A N RN OO O RN P

IR A4S, ACADIAS GO I

&

e i
- ———4

i = : : : - -
0.12 034 0.56 0.78 1.0
Jaccard's Coefficient

Figura 9. Fenograma de 64 accesiones de J. curcas agrupadas de acuerdo con el Coeficiente de
Similaridad de Jaccard

El analisis de ésteres de forbol, mostré que en el 63 % de las accesiones analizadas no se
detectaron estos compuestos. Las accesiones restantes, se consideraron toxicas o de baja
toxicidad, con contenido de ésteres de forbol en un intervalo de 0.12 a 0.66 mg/g (Cuadro 9). Fue
relevante encontrar que en las accesiones recolectadas en la region norte del estado, no se detectod
la presencia de ésteres de forbol. Sin embargo, fue evidente la presencia de estos compuestos en

las recolectadas en el centro y principalmente sur del estado (Figura 10).
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Cuadro 9. Contenido de ésteres de forbol en accesiones de J. curcas recolectadas en diferentes
regiones del estado de Veracruz

Clave Region Esteres de forbol (mg/g)
1-01 Capital 0.43
1-02 Huasteca alta ND
1-04 Huasteca alta ND
1-05 Huasteca alta ND
1-08 Huasteca baja ND
I-11 Huasteca baja ND
I-13 Totonaca ND
1-14 Totonaca ND
I-16 Totonaca ND
I-18 Totonaca ND
1-22 Totonaca ND
1-25 Totonaca ND
1-26 Nautla ND
1-27 Nautla ND
1-29 Nautla ND
1-30 Nautla ND
1-31 Nautla ND
1-32 Capital ND
1-33 Papaloapan 0.42
1-34 Papaloapan ND
1-35 Papaloapan 0.45
1-36 Papaloapan 0.66
1-38 Tuxtlas 0.12
1-41 Tuxtlas ND
1-42 Tuxtlas 0.28
1-43 Tuxtlas 0.44
1-44 Tuxtlas 0.43
1-45 Tuxtlas 0.48
1-47 Olmeca ND
1-48 Olmeca ND
1-52 Sotavento 0.23
1-53 Sotavento 0.16
1-57 Papaloapan 0.23
1-59 Papaloapan 0.38
I-61 Montafias 0.65
1-62 Montaiias ND
1-64 Sotavento ND
1-65 Sotavento ND

ND: No detectado

3.4 Discusion.

Los estudios de diversidad genética en germoplasma de J. curcas en paises como India (Gupta et
al., 2008; Tatikonda et al., 2009; Pamidimarri et al., 2010), China (Sun ef al., 2008; Shen et al.,
2010) y Brasil (Grativol et al., 2011), reportan baja variabilidad genética independientemente del
marcador molecular utilizado. Sin embargo, en estudios donde se ha buscado conocer la
variabilidad genética de J. curcas procedentes de diferentes paises y se ha incluido accesiones de
Meéxico, se observa una clara separacion de las accesiones mexicanas (Basha y Sujatha, 2007;

Basha et al., 2009; Na-ek et al., 2011; Tanya et al., 2011). Por lo anterior, resulta de interés
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particular conocer la diversidad genética de J. curcas en México. Aunque nuestro estudio s6lo
considerd el andlisis genético de accesiones recolectadas en el estado de Veracruz sin considerar

a otras accesiones del pais, también se observo baja variabilidad genética.

A No téxicas
®Toxicas

200 0 200 Kilometers

Figura 10. Distribucion de accesiones toxicas y no toxicas de acuerdo con el sitio de recolecta en
el estado de Veracruz

Los seis microsatélites utilizados, mostraron diferencias en el nimero y tamafio de los alelos
obtenidos comparado al trabajo original de Pamidimarri et al. (2009). En los loci jeds10, jeps9 y
jeps21, el numero de alelos disminuyd, con el locus jems30 se obtuvo un alelo mas, mientras que
con jcds41 y jeps6 el nimero de alelos fue el mismo. El tamafio de los alelos con excepcion de
jem30, aument6 para todos los loci. La variacién en el nimero y tamafio de los alelos

registrados, deja ver las diferencias existentes entre el germoplasma mexicano y el de otras zonas
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geograficas como ya se ha reportado ampliamente (Na-ek et al., 2011; Ovando-Medina et al.,
2011a).

No obstante, entre las muestras estudiadas pudo observarse baja variabilidad genética, al
observarse un déficit de heterocigotos y valores altos en el indice de fijacion. La ocurrencia de
un proceso de endogamia es un factor que pudiera estar contribuyendo fuertemente a esta
situacion. En J. curcas la presencia de endogamia puede estar influenciada por varios factores.
Uno de ellos es su biologia floral y reproductiva, dado que la produccion de flores masculinas y
femeninas se presentan en la misma inflorescencia, que si bien la apertura de ambas se da en
forma asincronica para evitar la autopolinizacion (Luo et al., 2007), ésta si llega a ocurrir con
frecuencia. Recientemente Bressan et al. (2013), encontraron que J. curcas produce semillas por
apomixis y una combinaciéon de autopolinizacion y polinizacion cruzada. Aunado a esto, es
comun que a la planta se multiplique preferentemente por estacas (Basha et al., 2009), siendo
este método el de uso méas comun en el estado de Veracruz, situacion que aumenta la
probabilidad de cruzamiento entre organismos emparentados.

La presencia de alelos nulos también puede provocar que se subestime la presencia de
heterocigotos (Espinoza et al., 2007). Los loci jeds10, jeps9, jeps21 y jeps6é mostraron una alta
frecuencia de alelos nulos, siendo mas evidente esta condicion con las accesiones 1-40, 1-63, I-60
e [-42. El ADN de estas accesiones amplificd con al menos uno de los loci probados, con lo que
se descartd su ocurrencia como resultado del uso de ADN de mala calidad. Estas accesiones no
mostraron ninguna diferencia fenotipica que las pudiera diferenciar a las demaés, no obstante que
en el fenograma se agruparon de forma independiente. Esto coincide con lo reportado por
Pamidimarri et al. (2009), en relacion a que los loci jeds58, jcds66, jepsl, jeps6 y jems30 no
cumplian con el equilibrio de Hardy-Weinberg y que estas desviaciones podian ser debidas a la
presencia de alelos nulos o a disturbios en la dispersion natural de la planta debido al manejo
antropogénico de la especie.

En el fenograma se observo que las accesiones recolectadas en el norte del estado se agruparon.
Por otro lado, las accesiones de las regiones del centro y del sur del estado se distribuyeron entre
los diferentes grupos formados. Esta distribucion podria relacionarse con el uso que las personas
dan a la planta en las distintas regiones del estado donde fueron colectadas. Mientras que en la
region sur la planta se le utiliza preferentemente como cerco vivo (Reyes y Rosado, 2000), en la

region del Totonacapan, ubicada en el norte del estado, las semillas de J. curcas, después de
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tostarse, son empleadas en la preparacion de alimentos (Herrera et al., 2010). Datos no
publicados sugieren que debido al alto aprecio que tienen estos habitantes por el consumo de las
semillas, han transportado plantas originarias del norte hacia otras partes del estado.

Los resultados indican que el contenido de ésteres de forbol ha determinado el uso de la planta y
con ello su distribucion. La presencia de ésteres de forbol en accesiones ubicadas en las regiones
centro y sur del estado, y la ausencia de los mismos en las accesiones de la region norte, puede
tener un origen antropogénico de seleccion y domesticacion de la especie por los antiguos
Totonacos, y su distribucion antropica tendria relacion con su uso comestible.

Los ésteres de forbol son una familia de compuestos quimicos presentes en muchas especies de
plantas de las familias Euphorbiaceac y Thymelaeceae (Haas y Mittelbach, 2000). Existe gran
interés por encontrar marcadores que puedan diferenciar plantas de J. curcas tdxicas y no
toxicas, lo que permitiria el desarrollo de nuevas variedades. De acuerdo con el fenograma
obtenido en este estudio, ninguno de los seis microsatélites utilizados separaron las accesiones
toxicas de las no toxicas, resultados similares pero con diferentes microsatélites fueron
reportados por Na-ek et al. (2011). Sin embargo, Sudheer et al. (2009) reportaron la
identificacion de marcadores de RAPD, AFLP y microsatélites utiles en la diferenciacion de
accesiones toxicas y no toxicas. El locus de microsatélite jcms21, mostré un alelo homocigoto
para la variedad toxica. Por otra parte, Tanya et al. (2011) desarrollaron 49 loci de microsatélites
de los cuales, cinco mostraron distintos patrones de bandeo entre 26 accesiones mexicanas no
toxicas y 10 accesiones asiaticas toxicas.

Dado que J. curcas presenta polinizacion cruzada (Ganesh Ram et al., 2008), existe el riesgo de
la aparicion de genotipos toxicos, en areas donde normalmente crecen los no toxicos y donde sus

semillas son usadas para la alimentacion de las personas.

3.5 Conclusiones

Los marcadores moleculares de microsatélites resultaron muy utiles para conocer la diversidad
de J. curcas en el estado de Veracruz. Los loci de microsatélites agruparon las accesiones de
acuerdo con el sitio de recolecta, pero ninguno de ellos fue capaz de diferenciar entre genotipos
toxicos y no toxicos. La presencia de ambos genotipos en el estado de Veracruz, requiere de

mayor investigacion sobre los factores evolutivos, genéticos, climaticos o fisiologicos que
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influyen para el establecimiento de las accesiones no toxicas de manera casi exclusiva en el

estado de Veracruz, México.
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CAPITULO 1IV. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE SEMILLAS,
CONTENIDO DE ACEITE Y TOXICIDAD EN ACCESIONES DE Jatropha curcas L.
RECOLECTADAS EN VERACRUZ, MEXICO

Resumen

Jatropha curcas es una planta oleaginosa nativa de México y Centroamérica. El aceite extraido
de sus semillas facilmente puede ser convertido a biodiesel. Debido a la falta de variedades
comerciales disponibles existen problemas en su establecimiento y cultivo, afectandose la
produccion y el rendimiento de aceite. El presente estudio propone caracterizar la morfologia de
las semillas, contenido de aceite, ésteres de forbol y acidos grasos en accesiones de J. curcas
recolectadas en diferentes regiones del estado de Veracruz, México. Se determin6 el numero de
semillas por fruto y se les midié el largo, ancho, grosor, esfericidad y peso. Se calculd el
porcentaje de aceite en la semilla mediante extraccion con hexano. Los ésteres de forbol se
determinaron mediante HPLC y la concentracion de acidos grasos mediante cromatografia de
gases. La mayoria de los frutos mostraron un contenido de tres semillas. La accesion 1-61,
colectada en la region de las Montafias, presentd las semillas mas largas (2.00 = 0.05 cm) y
pesadas ( 0.91 = 0.06 g). El porcentaje de aceite en semilla varié de 26 a 55 %. No se detectaron
¢ésteres de forbol en los accesos colectados en las regiones Huasteca Alta, Huasteca Baja,
Totonaca y Nautla. En las demds regiones se encontraron en concentraciones de 0.12 a 0.59
mg/g. Los acidos grasos identificados en mayor proporcion fueron el oléico y el linoléico. La
accesion [-62 fue el mejor candidato para ser integrada a un programa de mejoramiento genético
dadas sus caracteristicas morfologicas de semilla, contenido de aceite y sin ésteres de forbol.

Palabras clave: Jatropha curcas, caracterizacion morfologica, ésteres de forbol, lipidos
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MORPHOLOGICAL SEEDS TRAITS, OIL CONTENT AND TOXICITY OF Jatropha
curcas L. ACCESSIONS RE COLLECTED FROM VERACRUZ, MEXICO

Abstract

Jatropha curcas is a native oleaginous plant in Mexico and Central America. The oil extracted
from its seeds can easily be converted to biodiesel. Due to the lack of commercial varieties
available there are problems in their establishment and cultivation, affecting production and oil
yield. This study aimed to characterize the morphology of seeds, oil content, phorbol esters and
fatty acids in J. curcas accessions collected from different regions of the state of Veracruz,
Mexico. The number of seeds per fruit was determined and was measured the length, width,
thickness, sphericity and weight. The percentage of oil in the seeds was estimated by extraction
with hexane. Phorbol esters were determined by HPLC and the concentration of fatty acids by
gas chromatography. Most of the fruits showed a content of three seeds. The 1-61 accession,
collected in the Montafa region, presented the longest seeds (2.00 + 0.05 cm) and heavy (0.91 +
0.06 g) seeds. The percentage of oil in seed, ranged from 26 to 55%. The phorbol ester content
correlated with the collection region (0.63) and were found in concentrations of 0.12 to 0.59 mg /
g. Oleic and linoleic fatty acids were identified in a greater proportion. The 1-62 accession was
the best candidate to be integrated into a breeding program given the best morphological traits,
high oil yield (50%) and without phorbol esters.

Keywords: Jatropha curcas, morphological characterization, phorbol esters, lipids
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4.1 Introduccion

El uso de las energias alternas y renovables, se ha impulsando como una medida para atender las
necesidades energéticas ante el agotamiento eventual de las reservas petroleras en el mundo. Para
la produccién de bioetanol y biodiesel, dos de los principales biocombustibles liquidos, se han
utilizado diversas materias primas.

En el caso del bioetanol, destaca el uso de la caia de azicar y el maiz, mientras que para el
biodiesel, los aceites procedentes de oleaginosas como colza, girasol, soya y palma aceitera
(Abdulla et al., 2011). Sin embargo, la demanda creciente de éstos productos en la produccion de
biocombustibles afecta su precio en el mercado, ya que son utilizados en la alimentacion humana
y/o animal. Esto ha ocasionado la busqueda de especies de bajo o nulo valor alimenticio que
puedan ser utilizadas como materia prima en la produccion de biocombustibles (Wang et al.,
2011). En esta busqueda, el uso del aceite de J. curcas es una alternativa de gran potencial para
la produccion de biodiesel.

Jatropha curcas o “pifion” es un arbusto que pertenece a la familia Euforbiaceae, que se
distribuye ampliamente regiones tropicales y subtropicales de México (Herrera et al., 2010).

El interés por utilizar esta planta en la produccion de biocombustibles se basa, es debido a su alto
contenido de aceite en la semilla (=40 %) (Achten et al., 2008), su tolerancia a la sequia y a su
rapido crecimiento vegetativo (Openshaw, 2000).

En varios estados del pais se ha promovido el establecimiento de plantaciones de J. curcas,
observandose variaciones en la produccion de frutos, semillas, y aceite, asi como una alta
incidencia de plagas y enfermedades, lo que tiene relacion con el germoplasma utilizado en la
propagacion, proviene de materiales semidomesticados sin un proceso previo de seleccion
genética. Estudios recientes con marcadores moleculares en accesiones procedentes de varios
paises de América, Africa y Asia, han ubicado a México y Centroamérica como el centro de
origen de J. curcas (King et al., 2015; Trebbi et al., 2015). Esta planta se distribuye en muchos
estados de México, incluido Veracruz, estado donde se ha reportado el consumo de las semillas
previamente tostadas (Martinez-Herrera et al, 2006). No obstante que estd ampliamente
documentado la toxicidad en semillas de esta planta debido a la presencia de varios compuestos
antinutricionales (Shukla et al., 2015) y ésteres de forbol (de Azevedo Peixoto et al., 2016). El
estado de Veracruz se extiende del noroeste al sureste sobre la costa en México. La orografia

genera condiciones edafoclimaticas contrastastantes donde la planta de J. curcas crece, esto
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puede tener un efecto sobre el contenido y toxicidad del aceite y otras caracteristicas
morfoproductivas de la planta, que permitan seleccionar materiales promisorios para programas
de mejoramiento genético. La presente investigacion tuvo como objetivo realizar una
caracterizacion de J. curcas en cuanto a las caracteristicas morfologicas de las semillas, y el

contenido y toxicidad del aceite de accesiones de J. curcas recolectadas en Veracruz, México.

4.2 Materiales y métodos

Se recolectaron plantas de J. curcas en las 10 regiones que conforman al estado de Veracruz,
clasificadas en base a las condiciones ecogeograficas y/o predominio de algin grupo étnico
(INAFED, 2015). Una vez ubicadas las plantas, se tomaron los datos pasaporte de las accesiones.
A 40 frutos maduros se les determind el contenido de semillas y 50 semillas se pesaron,
midieron, el largo, el ancho, el grosor y se calculd el indice de esfericidad de acuerdo con la
formula:

0 = abc'”

a

Donde:

0= Esfericidad
a= largo
b= ancho

C= grosor

Se determiné el contenido de aceite, para lo cual las semillas se molieron con nitrogeno liquido,
se liofilizaron y se realizo la extraccion con hexano expresando el resultado en porcentaje.

Los ésteres de forbol se determinaron de acuerdo con el procedimiento descrito por Makkar y
Becker (1997) con modificaciones menores. Las semillas se molieron en un mortero con
nitrégeno liquido, posteriormente se tom6 un gramo del endospermo de semilla de J. curcas y se
sonicd (Sonicador Branson 5510) por tres minutos con 10 mL de metanol absoluto y
centrifugado a 3,000 rpm durante 8 min. Se colectd el sobrenadante y se repiti6 la operacion de
extraccion dos veces mas. El sobrenadante recuperado, se seco con un rotavapor (Buchi R210) a

40 °C y posteriormente, los extractos secos se disolvieron en 1 mL de metanol y se transfirieron a
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un vial de HPLC para su analisis. La cuantificacion de ésteres de forbol se realizd en un HPLC
(Agilent 1200), utilizando una columna RP18 (Phenomenex) de 150 x 4.6 mm y 5 m. Como fase
movil se emplearon gradientes de agua y acetonitrilo. Los picos resultantes se integraron y los
resultados se expresaron como equivalentes al 12-miristato-13-acetatoforbol. EIl analisis
estadistico descriptivo y categodrico de los datos se hizo con el software Statistica, version 7.1.

La cuantificacion de acidos grasos se realizo mediante cromatografia de gases, para la extraccion
se utilizaron 50 mg de semilla liofilizada de J. curcas, los cuales fueron centrifugados con 5 mL
de hexano a 3500 rpm. Se recupero el solvente y se afiadieron 50 uL de acido heptadecanoico a
una concentracion de 10 mg/mL, como estandar interno. El solvente se evapordé mediante un
flujo de nitroégeno y se calculd el aceite recuperado. La derivatizacion de los 4cidos grasos a
metilésteres se realizo utilizando el procedimiento propuesto por Morrison y Smith (1964),
donde al aceite extraido se le agreg6 un mL de solucion de NaOH en metanol (0.2 g/mL) y la
mezcla fue calentada a 75 °C por 30 min. La mezcla se dejo enfriar y se le agregé6 un mL de
solucion al 14 % de trifluoruro de boro en metanol por 20 min hasta su completa derivatizacion.
La extraccion de los metil ésteres de acidos grasos (FAME) se extrajeron utilizando un mL de
agua milli-Q y 2 mL de hexano. La fase organica fue colectada y la fase acuosa fue removida
con sulfato de sodio. La solucién fue transferida a un vial para cromatografia de gases y el
solvente fue eliminado con un flujo de nitrogeno. El extracto final fue resuspendido en un mL de
hexano. De esta solucion se tom6 1 uL el cual fue inyectado a un cromatdgrafo de gases (Agilent
Technologies). La separacion cromatografica se realiz6 mediante una columna DB-WAX
recubierta con polietilenglicol como fase estacionaria. La temperatura inicial fue de 50 °C
mantenida por un minuto e incrementada 25 °C/min hasta alcanzar los 200 °C, seguida por
incrementos de 3 °C/min hasta alcanzar los 230 °C y mantenida por 18 min. Se utiliz6é helio
como gas acarreador en un flujo de 24 mL/min. Como detector, se utilizd un espectrometro de
masas con una fuente electrospray y un analizador cuadrupole (Agilent Technologies 5975,
USA).

El anélisis estadistico y descriptivo de los datos se hizo con el software Statistica, version 7.1. Se
realiz6 un analisis de correlacion entre las variables del tamafo, lugar de colecta, nimero de

semillas por fruto, tamafo y peso de la semilla, contenido de aceite y perfil de lipidos.
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4.3 Resultados y discusion

Se localizaron y georeferenciaron 40 accesiones de J. curcas en etapa de fructificacion en
diferentes regiones del estado de Veracruz, en altitudes desde los 4 m (I-01) hasta los 1,054 m (I-
31). Sin embargo, el 80 % de las accesiones recolectadas se ubicaron en altitudes menores de 366
m (Cuadro 10). La presencia de la planta a altitudes mayores de 600 m y con presencia de clima
templado fue baja (region Montanas y Capital). En estas condiciones las plantas mostraron poco
desarrollo, coincidiendo con lo reportado por Maes et al. (2009), que mencion que J. curcas es
sensible a las bajas temperaturas (menos de 7 °C), presentando pérdida de hojas y una reduccion
en la produccion de frutos; en contraste su mejor desarrollo se alcanza en climas tropicales y

subtropicales (Nufiez-Colin y Goytia-Jiménez, 2009).

Numero de semillas por fruto

Se encontraron frutos que contenian de una a cuatro semillas. Los frutos con tres semillas se
observaron con mayor frecuencia (Figura 11). Las accesiones que presentaron predominio de dos
semillas por fruto fueron: 1-04, I-13, I-14, I-77, 1-61, 1-33, 1-34, 1-44, 1-47 y 1-48; mientras que en
[-22, recolectada en la region Totonaca, se caracterizd porque el 50 % de sus frutos contenian
una unica semilla. La frecuencia alta de frutos con tres semillas concuerda con lo encontrado en
otros estudios (Makkar et al., 1998). Por otra parte Navarro-Pineda ef al. (2016), mencionan que

las tres semillas encontradas, representan entre el 60 y 70 % del peso del fruto en base seca.
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Figura 11. Media y moda de nimero de semillas por fruto de accesiones de J. curcas
recolectadas en Veracruz, México
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Caracteristicas morfoldgicas de la semilla

El valor maximo para el longitud de semilla fue de 2.01 cm y observado en la accesion 1-61
(Montafias) seguido por [-44 (Tuxtlas) y I-62 (Montaias) (Cuadro 10). El valor minimo (1.67
cm) fue para el acceso [-32, seguido por [-27 y 1-04. El didmetro de la seccion media de la
semilla vari6 de 0.93 a 1.12 cm, el acceso 1-30 tuvo el maximo valor. El grosor de la semilla
varid de 0.78 en 1-04 a 0.99 cm en 1-83. El valor méaximo para el peso de la semilla fue para [-61
(0.91 g), seguido por 1-22 (0.84 g). El menor peso lo obtuvo la accesion [-04 (0.54 g).

Los valores de esfericidad de la semilla estuvieron entre 0.61 y 0.70, siendo las semillas de la
accesion 1-32 las que tendieron a ser mas redondas, mientras que las accesiones 1-44, 1-05 y I-18
tuvieron una forma mas cercana a un elipsoide. Resultados similares observaron Sirisomboon et
al. (2007), para semillas de J. curcas variedad “Kankueang” recolectadas en Tailandia.

La seleccion de materiales basada en las caracteristicas de las semillas, puede simplificar la
busqueda de individuos para programas de mejoramiento genético. Debido a que la principal
limitante en la seleccion de individuos, es identificar el grado de diversidad genética presente en
el germoplasma de interés. Esto implica que se debe tener en cuenta que los caracteres
cuantitativos determinantes del rendimiento productivo, tienen un alto grado de interaccion con
el ambiente, por lo que es importante discriminar entre las caracteristicas discriminadas por la
genética y las variaciones por la influencia del ambiente (Rao et al., 2008).

La variacion en la morfologia de la semilla de J. curcas puede ser de gran ayuda en programas
de mejoramiento, particularmente cuando se busca tener genotipos que tengan altos rendimientos
de semillas y buen contenido de aceite (Kaushik et al., 2007). Se ha reportado una correlacion
positiva entre el peso de las semillas y el contenido de aceite en las mismas (Divakara et al.,

2010).
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Cuadro 10. Medidas de largo, ancho, grosor, peso y esfericidad de semillas de 40 accesiones de

J. curcas.

Clave Largo promedio Ancho promedio  Grosor promedio Peso promedio Esfericidad
Accesion + Dst (cm) + Dst (cm) + Dst (cm) + Dst (g) promedio + Dst
I-61 2.01+0.05 1.03£0.04 0.91+£0.04 0.91 £0.06 0.62+0.01
1-44 1.95+0.07 1.00 £ 0.05 0.84 +£0.05 0.72 £ 0.06 0.61 +£0.02
1-62 1.95+0.06 1.00 £ 0.04 0.89 £0.04 0.78 £0.11 0.62£0.01
1-45 1.94+0.09 1.01+0.04 0.89 +£0.04 0.78 £0.10 0.62 +0.02
1-47 1.93£0.09 0.99+0.13 0.92+0.04 0.78 £0.09 0.62+0.03
1-05 1.93 +0.06 0.99 +0.03 0.86 £ 0.04 0.77 £ 0.05 0.61 +£0.02
1-22 1.92 £ 0.06 1.04£0.03 0.94 £ 0.05 0.84 £0.08 0.64 £0.01
I-18 1.91+0.08 0.99 +0.06 0.85+0.05 0.73+0.13 0.61+0.02
1-25 1.91+0.08 1.04 +£0.04 0.91 £0.06 0.82+0.09 0.64 +0.02
1-82 1.90 +£0.07 0.99 +£0.05 0.89 +£0.03 0.76 = 0.07 0.62+0.02
I-14 1.89 +0.07 1.01+0.14 0.90 +0.03 0.73+0.10 0.63+0.03
1-64 1.89 £ 0.06 1.08 £ 0.04 0.91+0.04 0.82+0.07 0.65+0.01
1-42 1.88 +£0.07 1.04 +0.12 0.89 £ 0.04 0.67+0.10 0.64 +£0.02
1-48 1.87+0.08 0.94£0.05 0.91+0.05 0.72 £0.09 0.63+0.01
1-26 1.87 £0.06 0.97£0.04 0.87 £0.04 0.71 £0.08 0.62+0.01
1-43 1.87 +£0.06 1.00 £ 0.05 0.88 £0.03 0.73£0.07 0.63+0.01
I-52 1.84 £0.09 1.08 £0.05 0.97 £0.04 0.80£0.10 0.68 £0.01
1-79 1.84 +£0.06 0.97+0.03 0.85+0.03 0.68 +=0.08 0.63+0.01
I-81 1.84 £0.06 1.00 £ 0.05 0.85+0.03 0.65+0.08 0.63£0.01
1-57 1.83 £0.07 1.07+0.12 0.83+0.04 0.61+0.11 0.64+0.01
1-77 1.83+0.05 0.95+0.03 0.84+0.04 0.65+0.09 0.62+0.01
1-83 1.82+0.09 1.08 £0.06 0.99 +£0.06 0.79+0.12 0.69 +0.02
1-29 1.82+0.07 1.00 £ 0.06 0.92+0.05 0.70 +0.13 0.65+0.02
1-80 1.81+0.10 1.03+0.13 0.92+£0.05 0.74£0.10 0.66 = 0.02
I-53 1.81+0.09 1.02+0.05 0.87 +£0.05 0.71£0.10 0.65+0.02
1-30 1.79 £ 0.09 1.12£0.05 0.91 £0.05 0.81£0.10 0.68 £0.03
I-13 1.79 £ 0.07 0.98 +0.06 0.85+0.07 0.66+0.11 0.64 +0.02
1-65 1.78 £0.07 0.98 £0.05 0.89 +£0.05 0.69 = 0.09 0.65+0.01
I-31 1.78 £0.04 1.05+0.11 0.90 £ 0.03 0.77 £ 0.06 0.67 +0.02
1-01 1.77+£0.07 1.08 £ 0.04 0.88 £ 0.04 0.64+0.10 0.67+0.01
I-38 1.77 £0.06 1.00 +0.03 0.85+0.04 0.66 +0.08 0.65+0.01
1-33 1.75+0.06 0.97+0.03 0.93 +£0.05 0.72+0.08 0.66 +0.01
I-35 1.75+0.06 0.93+0.04 0.85+0.03 0.59+0.10 0.64 +0.01
1-02 1.74 £0.07 0.93+0.05 0.90 +£0.06 0.67+0.08 0.65+0.01
1-08 1.73+0.08 0.96 +0.04 0.85+0.04 0.66 +0.09 0.65+0.02
1-34 1.73 £ 0.06 1.03+0.04 0.88 £0.04 0.69 = 0.08 0.67 £0.02
1-41 1.72+0.07 0.98+0.17 0.87 +£0.05 0.65+0.10 0.66 = 0.02
1-27 1.71 £ 0.09 1.00£0.03 0.83+0.03 0.61£0.10 0.66 = 0.02
1-04 1.71 +£0.07 0.93+0.03 0.78 £0.03 0.54+0.09 0.63 +0.01
1-32 1.67 £ 0.06 1.00 £ 0.05 0.95 +0.05 0.72 £0.09 0.70 £ 0.01
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Contenido de aceite

El contenido de aceite vario del 26 % al 55 %, siendo el valor maximo observado en la accesion
I-65, recolectada en el predio de Tepetates, en la region de Sotavento (Cuadro 11). El contenido
de aceite mas bajo se registrd en la accesion I-61, recolectada en la region de Montafas. Existe
una gran variabilidad en cuanto al contenido de aceite de J. curcas reportado en la literatura, las
determinaciones mediante equipo Soxlhet han mostrado rendimientos de 48 a 51 % en
accesiones procedentes de Africa (Turinayo er al., 2015) y hasta 57.4 % en accesiones de
Sinaloa, México (Makkar et al., 2011); y utilizando mezclas de solventes se han reportado

rendimientos de 65 a 75 % de aceite (Lim y Lee, 2013).

Actualmente, la produccion de biodiesel ha ganado mucha popularidad como una alternativa a
los combustibles fosiles, dado que se considera una fuente de energia amigable al ambiente
(Bhuiya et al., 2016). E1 95 % del biodiesel es producido a partir de aceites comestibles, lo cual
causa un desequilibrio entre la produccion destinada como energético y al consumo alimenticio
(Wang et al., 2011). El alto contenido de aceite en J. curcas hace que la planta tenga un gran
potencial para su utilizacién como materia prima en la produccion de biodiesel (Abdulla et al.,

2011).

Contenido de ésteres de forbol

De las accesiones analizadas, solo en el 35 % se detectaron ésteres de forbol. El valor maximo se
tuvo en la accesion 1-82 con 0.59 mg/g, mientras que el minimo contenido se tuvo en la accesion
[-38 con 0.12 mg/g. Los ésteres de forbol son uno de los principales compuestos toxicos
reportado en J. curcas y hasta el momento se ha logrado identificar seis de ellos (Sukla et al.,
2015). Los ésteres de forbol son los promotores de tumores mas potentes conocidos
(Wakandigara et al., 2013). Otros efectos bioldgicos descritos en humanos y animales como ratas
y rumiantes son: proliferacion celular, activacion de las plaquetas, mitogénesis de linfocitos,
inflamacion, produccion de prostaglandinas y estimulacion en la degranulacion en neutréfilos

(Haas y Mittelbach, 2000).
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Cuadro 11. Informacion geografica, contenido de aceite y ésteres de forbol de 40 accesiones de
J. curcas recolectadas en Veracruz, México

g < Latitud  Longitud  Altitud Contenido de  Esteres de forbol
Accesion Region

N) (0) (m snm) aceite (%) (mg/g) ¢
1-02 Huasteca Alta 21°54' 9817 30 44 ND
1-04 Huasteca Alta 21°18' 9820 130 30 ND
1-05 Huasteca Alta 21°18' 98°16' 94 37 ND
108 Huasteca Baja 21911 97059 228 36 ND
L13 Totonaca 20027 97°19" 173 47 ND
L14 Totonaca 2027 97°19 170 33 ND
L18 Totonaca 2011  97°15' 119 37 ND
22 Totonaca 20°28'  97°15' 43 45 ND
125 Totonaca 20°15'  96°8' 5 35 ND
177 Totonaca 20015 97°15° 78 39 ND
179 Totonaca 2023 97°12° 114 43 ND
126 Nautla 20°100  96°53' 9 39 ND
127 Nautla 20°06  96°00" 70 47 ND
129 Nautla 19°55'  96°46' 366 38 ND
130 Nautla 19°53'  96°48' 631 4 ND
131 Nautla 19°50'  96°48' 1054 50 ND
180 Nautla 19956 96°50° 321 40 ND
Lol Capital 19°35'  96°23' 4 41 0.43
132 Capital 1924 96°52 892 34 ND
152 Sotavento 19°10" 96°8' 10 48 0.23
53 Sotavento 18°55'  96°12 12 39 0.16
164 Sotavento 19°11"  96°20" 16 52 ND
165 Sotavento 19°11 96°20" 15 55 ND
L61 Montafias 18°49'  96°49 523 26 0.65
62 Montagias 18°53'  97°01" 1006 50 ND
33 Papaloapan 18°47°  95°%47 21 29 0.42
134 Papaloapan 18°47°  95%5' 2 41 ND
135 Papaloapan 18°38'  95°3]" 5 46 0.45
157 Papaloapan 17°44  95°%4g' 77 46 0.23
138 Tuxtlas 18°31'  95°05' 520 55 0.12
41 Tuxtlas 18°38'  95°06' 8 37 ND
142 Tuxtlas 18°40'  96°09" 30 43 0.28
143 Tuxtlas 18°%41'  95°14' 16 39 0.44
L44 Tuxtlas 18°26'  95°10" 258 34 0.43
145 Tuxtlas 18°18'  96°06' 490 41 0.48
181 Tuxtlas 18°31°  95%3° 68 44 033
.82 Tuxtlas 18°18°  95°06° 493 45 0.59
147 Olmeca 17°45'  94°06' 50 31 ND
148 Olmeca 17°57° 94013 42 31 ND
.83 Olmeca 18°04°  94°53° 75 45 0.28

®ND: No detectado
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Los contenidos de ésteres de forbol reportados en estudios con accesiones de J. curcas, han
mostrado una gran variabilidad. Makkar et al. (1997) reportaron contenidos de 0.8 a 3.3 mg/g
mientras que Nithiyanantham et al. (2012), reportaron contenidos de 2 a 6 mg/g.

En la mayoria de las accesiones analizadas no se detectaron ésteres de forbol (65%). Resultados
similares ha sido obtenidos por varios investigadores en accesiones procedentes de los mismos
sitios de colecta (Makkar et al., 1997; Martinez et al., 2006). La presencia de germoplasma con
un contenido nulo o bajo de ésteres de forbol solo se ha reportado en accesiones de México.
Debido a lo anterior, ha habido un consenso entre los investigadores a llamar a estos materiales
como “Jatropha no toxica”. Sin bien, el término se refiere a la ausencia de ésteres de forbol
detectables, en las accesiones si se han encontrado otros compuestos toXicos como: curcinas,
saponinas, inhibidor de tripsina, inhibidores de proteasas, curcaina, fitatos, alcaloides, lectinas,

lignanos, taninos, latex y péptidos ciclicos (Gu et al., 2015).

Perfil de lipidos

En el Cuadro 12 se muestra el perfil de lipidos obtenido. En todas las accesiones estuvieron
presentes: el acido miristico (C14), acido palmitico (C16), acido palmitoleico (C16-1), acido
esterarico (C18), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2), acido linolenico (C18:3).
Ademaés en algunas accesiones pudo identificarse al 4cido nonadecanoico, acido cis-11-
eicosenoico y al escualeno.

De los 4cidos grasos identificados, el acido oleico (27.1 a 45.9 %) y el linoleico (26.2 a 45.8 %)
son los que se encontraron en mayor proporcion. En el total de muestras analizadas no se
observo la predominancia de alguno en particular, lo cual no coincidié con lo publicado por
Akintayo (2004), que menciona que en el perfil de lipidos del aceite de J. curcas, el acido graso
predominante es el acido oleico. Sin embargo, Martinez et al. (2006) encontré que la
predominancia de uno u otro acido graso, tiene relacién con el tipo de suelo y las condiciones

climaticas del sitio de recolecta. Es decir, una interaccion genotipo-ambiente.
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Cuadro 12. Perfil de acidos grasos de 40 accesiones de J. curcas recolectadas en Veracruz,

México
Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Accesion Miristico Palmitico Palmitoleico Estearico Oleico Linoleico Linolénico
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1-02 0.1 11.6 0.6 6.8 39.2 34.2 0.1
1-04 0.1 10.2 0.6 8.0 43.4 31.1 0.3
1-05 0.1 10.5 0.5 8.3 35.7 36.7 0.2
1-08 0.1 11.6 0.7 5.9 34.8 422 0.2
I-13 0.2 11.7 0.6 8.4 36.7 334 0.1
1-14 0.2 11.7 0.7 7.5 39.1 36.3 0.2
1-18 0.3 12.4 0.7 7.3 36.5 39.1 0.2
1-22 0.1 11.9 0.7 6.7 374 35.1 0.1
1-25 0.1 11.2 0.6 7.1 38.0 394 0.2
1-77 0.1 12.8 0.9 8.5 40.9 29.0 0.1
1-79 0.1 11.0 0.6 8.3 34.4 383 0.2
1-26 0.1 11.5 0.1 8.1 37.4 38.7 0.2
1-27 0.1 11.2 0.5 7.3 35.8 37.4 0.2
1-29 0.1 13.1 0.8 6.9 38.2 373 0.2
1-30 0.2 12.6 0.8 6.3 322 44.7 0.2
1-31 0.2 11.7 0.9 5.5 30.5 46.2 0.2
1-80 0.1 11.9 0.7 6.9 34.6 37.0 0.2
1-01 0.1 12.6 0.5 8.0 42.0 34.7 0.2
1-32 0.3 11.2 0.7 5.3 322 45.0 0.2
1-52 0.1 12.3 0.6 8.4 459 26.2 0.1
1-53 0.3 11.3 0.5 7.2 30.9 41.6 0.2
1-64 0.2 10.8 0.5 7.6 38.7 35.2 0.1
1-65 0.1 10.1 0.4 7.9 39.7 353 0.1
1-61 0.1 12.5 0.9 5.4 35.0 37.9 0.1
1-62 0.3 11.2 0.8 5.3 32.1 43.4 0.2
1-33 0.1 11.3 0.6 6.2 33.6 38.6 0.1
1-34 0.2 13.7 0.9 8.1 39.8 33.6 0.2
1-35 0.2 12.6 0.6 8.2 39.9 315 0.2
1-57 0.1 12.1 0.9 7.4 40.0 32.6 0.3
1-38 0.1 12.6 0.8 6.6 40.1 36.6 0.2
1-41 0.2 11.1 0.5 7.2 34.6 423 0.2
1-42 0.1 13.1 0.9 7.0 42.1 32.9 0.2
1-43 0.2 12.8 0.7 8.3 39.6 35.0 0.2
1-44 0.1 13.4 0.7 8.1 40.7 27.4 0.2
1-45 0.3 11.3 0.6 6.4 27.1 45.8 0.2
1-81 0.1 12.2 0.8 7.6 423 29.5 0.2
1-82 0.2 11.6 0.7 6.5 303 43.6 0.1
1-47 0.2 10.6 0.6 7.5 36.1 37.9 0.1
1-48 0.1 10.6 0.5 7.4 36.9 36.9 0.1
1-83 0.1 12.1 0.7 6.6 374 35.9 0.2
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La proporcion y composicion de 4cidos grasos del aceite utilizado en la produccion de biodiesel
afecta las caracteristicas del biocombustible resultante. La composicion ideal de una aceite
utilizado en la produccién de biodiesel debe incluir un alto porcentaje de acidos grasos
monoinsaturados (C16:1 y C18:1), una baja proporcion de acidos poliinsaturados (C18:2 y
C18:3) y una cantidad controlada de acidos grasos saturados (C16:0 y C18:0) (Wang et al.,
2011). El biodiesel producido con aceite de J. curcas presenta buenas propiedades de flujo en
frio, ya que contiene cerca del 80 % de acidos grasos insaturados, los metilésteres de los acidos
oleico y linoleico, se encuentran en mayor cantidad y por tal razén la estabilidad oxidativa y el

punto de nube de este biodiesel son bajos (Aguilar et al., 2015).

Analisis de Correlacion

En el Cuadro 13 son presentados los resultados de un analisis de correlacion entre las variables,
morfoldgicas, de contenido de aceite y perfil de acidos grasos. Se observo que el peso de la
semilla correlacion6 positivamente con el largo, ancho y grueso de las semillas. El tamafio de la
semilla es una caracteristica importante en los cultivos comerciales, debido a que las semillas de
mayor tamafio muestran una mejor germinacion y desarrollo de plantula (Kaushil et al., 2007).
La esfericidad de la semilla se correlaciond negativamente con el largo de la semilla (-0.59) y
positivamente con el ancho (0.55) y grosor (0.54). Lo que significa que las semillas de menor
tamafio tendieron a ser mas redondas en su forma, mientras las mas grandes a un elipsoide.

El contenido de ésteres de forbol se correlacion6 con la region donde se recolectd la accesion.
Los ésteres de forbol solo se detectaron en las regiones que se encuentran en la zona centro y sur
del estado, mientras que estos no fueron detectados en las accesiones recolectadas de las regiones
de la zona norte del estado. En la region Totonaca, localizada al norte del estado, se ha
documentado ampliamente el consumo de las semillas tostadas de J. curcas solas (Martinez et
al., 2006) o como ingrediente en platillos tradicionales (Valdes-Rodriguez et al., 2013). La baja
o nula presencia de ésteres de forbol en estas accesiones podria deberse a la ocurrencia de dos
acontecimientos relacionados. Por una parte la presencia de mutaciones genéticas con la
capacidad de silenciar genes (Gu ef al., 2015), en este caso, el o los asociados a la produccion de

¢ésteres de forbol, y por otra parte, a la seleccion de estos materiales por parte de los pobladores
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de éstas localidades al hacer extensivo el uso de esta planta como alimento (seleccion de prueba
y error).

También se observo una correlacion negativa entre los acidos grasos C18 y C18-1 y la altitud en
la que se recolectaron las accesiones, ya que la concentracion de estos disminuyd a mayores
altitudes. Mientras que la concentracion de C18-2, tuvo una correlacion positiva dado que se
incremento en accesiones establecidas a mayores altitudes. Un comportamiento similar del C18-
2 fue observado en lichi (Plukenetia volubilis L.), la concentracion se vio incrementada a
altitudes superiores a los 900 m (Cai et al., 2012). Aunque las rutas de biosintesis de los acidos
grasos son ya conocidas, muy poco se sabe acerca del mecanismo mediante el cual las plantas
regulan la cantidad y el tipo de lipido producido en los diferentes tejidos u oOrganos,
especialmente en las semillas (Gu et al., 2012).

Actualmente, los programas de mejoramiento genético de J. curcas estan dirigidos a incrementar
el rendimiento de aceite en la semilla (King et al., 2015) y a eliminar los compuestos toxicos,
principalmente (Gu et al., 2015). Pero hace falta seleccionar materiales con caracteristicas
relacionadas a la produccion de frutos como es: tener una alta produccion, incrementar el
contenido de semillas y sincronizar la maduracion de los frutos, caracteristicas que son de gran
importancia para asegurar la inclusion de la planta en sistemas comerciales de produccion de

biocombustibles.
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Cuadro 13. Analisis de correlacion de las variables de ubicacion de las plantas, morfologia de semilla, contenido de aceite,
semillas por fruto y del perfil de acidos grasos de las accesiones de J. curcas

Variables de semilla Variables de aceite Perfil de acidos grasos ¢
. . Semillas
Variable Altitud Aceit Est d or fruto
Largo Ancho Grosor Peso Esfericidad ‘ooie wsteresde p Cl4 C16 Cl6-1 C18 Ci18-1 C182 CI83
(%) forbol

Altitud 100 -0.01 027 001  0.19 0.15 0.24 0.05 0.18 023 014 039 -0.61 -050 053 023
Largo 1.00 021 023 0.6 -0.59 20.16 0.21 0.11 007 002 -002 007 -011 003 -0.20
Ancho 1.00 048 054 0.55 0.34 0.03 0.23 002 027 039 032 -007 014 018
Grosor 100 0.73 0.54 0.04 0.03 0.01 2009 005 004 039 -012 017 -038
Peso 1.00 0.13 0.02 0.04 -0.09 008 000 005 -028 -030 029 -037
Esfericidad 1.00 0.31 20.14 0.20 2010 015 023  -041 -0.02 013  0.06
% Aceite 1.00 0.01 0.41 2007 012 002 -006 008 -0.04 -0.12
Esteres de 1.00 0.16 017 030 018 -0.10 -0.08 -0.08 -0.16
forbol
Semillas por 1.00 003 -0.01 -008 -0.14 -016 029 0.5
fruto
cl4 100 004 -008 -0.11 -0.53 049  -0.02
C16 100 0.66 002 030 -032 017
C16-1 100 026 015 -0.16 033
c18 .00 057 -0.66 -0.10
C18-1 100 090  0.10
C182 .00 0.10
C18-3 1.00

Las correlaciones marcadas en negritas son significativas (p <.0500). ) )
¢ C14 = Acido miristico; C16 = Acido palmitico; C16 — 1 = Acido palmitoleico; C18 = Acido estearico; C18-1 = Acido oleico; C18-2 = Acido linoleico; C18-3
= Acido linolenico.
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4.4 Conclusiones

La morfoldgia de las semillas, la cantidad y composicion del aceite de J. curcas varid entre las
accesiones recolectadas. Esta variacion puede explicarse dadas las diferentes condiciones
agroclimaticas presentes en el estado de Veracruz en las que la planta crece. La altitud, la
temperatura y el suelo son factores ambientales que pueden afectar la produccion y sintesis de
compuestos en J. curcas. La caracterizacion morfologica puede servir como una primera
aproximacion a la identificacion y seleccion de materiales promisorios, teniendo en
consideracion que una caracteristica determinada puede ser debida al ambiente o a factores
genéticos. La existencia de accesiones con bajo o nulo contenido de ésteres de forbol pudiera
estar relacionado a una mutacion genética ligada a un proceso de seleccion fortuito por el
hombre con fines alimenticios, aunque mas informacion se requiere para validar esta hipotesis.
La inclusion de J. curcas en un sistema productivo, requiere forzosamente la generacion de
variedades comerciales, con caracteristicas como resistencia a plagas y enfermedades,

rendimientos altos de frutos, semillas, aceite y una baja o nula toxicidad.
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CONTRASTACION DE HIPOTESIS, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
GENERALES

Contrastacion de hipotesis

Con base en los resultados obtenidos, se tienen elementos para contrastar las hipotesis
formuladas en el proyecto de investigacion.

La hipotesis general indica que: Los accesos de J. curcas presentan diferencias morfoldgicas,
genéticas y quimicas, en funcion de las condiciones edafoclimaticas contrastantes en el estado de
Veracruz. Se ubicaron plantas en diferentes condiciones edafoclimaticas, con marcadas
diferencias morfologicas, se identificaron al menos tres grupos contrastantes en el estudio con
marcadores moleculares, y se encontraron diferentes contenidos de aceite y ésteres de forbol,
compuesto principal que le confiere la toxicidad a la planta. Por tanto la hipdtesis general se
acepta.

La hipétesis especifica uno indica que: Existen diferencias morfologicas en J. curcas de acuerdo
con la distribucion de la planta en las diferentes regiones del estado de Veracruz. Se
determinaron caracteristicas morfoldgicas variables en las semillas de las accesiones
recolectadas. Las semillas de mayor tamafio se registraron en la region de Montafias, donde
predominan temperaturas bajas y una mayor altitud. Por lo tanto la hipotesis especifica uno se
acepta.

La hipétesis especifica dos indica que: Las diferentes condiciones edafoclimaticas presentes en el
estado de Veracruz contribuyen a incrementar la diversidad genética de J. curcas. Los
marcadores moleculares de microsatélites, agruparon accesiones de acuerdo con su procedencia
geografica. Por lo tanto la hipodtesis especifica dos se acepta.

La hipotesis especifica tres indica que: La composicion y cantidad del aceite de J. curcas, varia
en relacion a las diferentes condiciones edafoclimaticas en las que la planta crece en el estado de
Veracruz. De acuerdo con los resultados obtenidos, el contenido de aceite de las semillas y la
concentracion de acidos grasos varid entre las regiones del estado de Veracruz. El contenido de
¢ésteres de forbol también vari6 entre las diferentes regiones, aunque al parecer estas variaciones
no dependen de las condiciones edafoclimaticas, sino por un fenomeno antropocéntrico derivado

de su uso. De tal forma la hipdtesis especifica tres se acepta parcialmente.
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Conclusiones generales

La distribucion de J. curcas se comprobod en todas las regiones del estado de Veracruz, lo que
demuestra la gran capacidad de adaptacion que tiene la planta. El andlisis morfoldgico de la
semillas y del aceite demostré una gran variabilidad. Sin embargo, el uso de marcadores
moleculares como RFLP’-s y microsatélites, mostraron baja variabilidad entre las accesiones
encontradas, aunque esta variabilidad fue mayor a la encontrada en otros estudios, donde se han
analizado materiales colectados en una superficie geografica mas amplia.

Los distintos contenidos de ésteres de forbol, constituyen en si mismos una evidencia mas de la
variabilidad de la planta. A la vez que muestra, como la ausencia de una sustancia
potencialmente toxica en un recurso genético, puede incrementar las capacidades de
aprovechamiento de la planta en la industria farmacéutica, cosmética y alimentacion humana o
animal. Con los resultados obtenidos, es posible realizar una primera seleccion de materiales que
puedan ser integrados a un sistema de mejoramiento genético que permita la obtencion de
variedades. La obtencién de variedades es una condicion imprescindible si es que se quiere

utilizar a J. curcas con fines comerciales en la produccion de biodiesel.

Recomendaciones generales

Hasta ahora, el mayor conocimiento sobre J. curcas reside en las personas que la han utilizado
como medicina, alimento o cerco vivo. Es necesario realizar estudios de la fisiologia, la
incidencia de plagas y enfermedades, aspectos de su cultivo y produccion.

Es necesario establecer un banco de germoplasma con los accesos recolectados y continuar con
su caracterizacion morfologica y genética. A fin de poder reducir la influencia de factores
climaticos sobre las caracteristicas de produccion.

Se debe continuar con la evaluacion de los materiales que mostraron las mejores caracteristicas
productivas como: mejor tamafio de semilla, produccion alta de aceite y principalmente, aquellos
que no hayan mostrado ésteres de forbol detectables.

En lo que respecta a los aspectos metodologicos, se requiere generar nuevas secuencias de
marcadores moleculares de microsatélites que tengan la capacidad de diferenciar entre
accesiones toxicas y no toxicas de J. curcas.

Finalmente para futuras investigaciones en este tema, es importante generar variedades

comerciales de esta planta. Asi como también dilucidar que factores bioldgicos, fisiologicos y/o
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genéticos determinan la falta o disminucion en la expresion de ésteres de forbol en J. curcas en

algunas regiones del estado de Veracruz.
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ANEXO 1. Galeria fotografica

Anexo 1.1. Planta de Jatropha curcas en produccion
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Anexo 1.2. Accesion I-61 de gran tamafio, localizado en el munipio de Yanga, Veracruz
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Anexo 1.3. Accesion I-16 ubicada en un traspatio en la region Totonaca, teniendo como uso
principal el alimenticio
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Anexo 1.4. Acesion 1-53 utlizada como cerco vivo, ubicada en la Col. Ejidal en la region del
Sotavento.
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Anexo 1.5. Presencia de alelos revelados por marcadores moleculares de microsatélites en un gel
de acrilamida
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Anexo 1.6. Frutos de J. curcas conteniendo diferentes cantidades de semillas por fruto.

Anexo 1.7. Aceite de J. curcas extraido con hexano
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Anexo 1.8. Cromatograma de HPLC de la accesion I-13, sin ésteres de forbol detectables

DAD1 B, Sig=280,16 Ref=off (FHPLC 3 ELSD DATA SEQUENCESIDATAUVANI1842011 PHORBOL\120411A3.0)
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Anexo 1.9. Cromatograma de HPLC de la accesion 1-66, con
correspondientes a la presencia de ésteres de forbol

DWD1 B, Sig=260,16 Ref=off {FHPLC 3 ELSD DATA SEQUENCES!DATAIVANI1342011 PHORBOLI13M1141.0)
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