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RESUMEN

Jatropha curcas L (Euprobiaceae) es un arbusto que ha llamado la atencion a nivel mundial
debido al uso del aceite de su semilla para la produccion de biodiesel. Se han cultivado
millones de hectireas de esta planta principalmente en Asia, Africa, India y América
Latina. Sin embargo, las expectativas de produccion no han sido las esperadas, por lo tanto
el cultivo de esta planta no ha alcanzado su potencial para la producciéon de biodiesel. Entre
los factores que han obstaculizado el éxito de las plantaciones en México es la falta de
conocimiento del manejo de plagas, principalmente de insectos folivoros las cuales llegan a
defoliar completamente las plantas, y el uso de semillas importadas para los cultivos.
Algunos estudios consideran que mientras mas variacion genética neutra mas viable sera la
conservacion y manejo de las especies, incluyendo las cultivadas. Sin embargo, se ha
mostrado que los compuestos quimicos defensivos, asi como las caracteristicas que
determinan el rendimiento y la calidad del biodiesel (contenido total de aceite en las
semillas y su perfil quimico, composicion de acidos grasos), incluyendo los ésteres de
forbol (compuestos toxicos que afectan el valor comercial del aceite), tienen una base
genética y son adaptativas. Para la construccion de un modelo exitoso en el cultivo
sustentable de J. curcas, se deben considerar la variabilidad genética y quimica de este
arbusto asi como el ambiente bidtico y abidtico en que se desarrolla en un contexto
geografico. Este trabajo primero se enfocd en determinar si la variabilidad quimica foliar y
su relacion con la herbivoria estaba estructurada geograficamente. Para esto, cuantificamos
el contenido foliar total de inhibidores de tripsina, 4cido fitico, fenoles y saponinas, y la
intensidad de la herbivoria en poblaciones de J. curcas nativas de Chiapas, Michoacéan y
Veracruz. Encontramos que la variabilidad en el contenido de los compuestos quimicos

foliares esta estructurada geograficamente. Ademads, un analisis de regresion lineal multiple
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mostré6 que el contenido de inhibidores de tripsina, y el acido fitico, la altitud y la
precipitacion explican la herbivoria. Estos resultados sugieren que la caracterizacion
fitoquimica en cada regidon podria ser una estrategia para disefiar plantaciones donde la
intensidad de la herbivoria sea minimizada mediante la selecciéon de varios arbustos con
fenotipos quimicos distintos pero adecuados a cada region. Después, queriamos entender si
la variacion genética neutra esta correlacionada con la variacion genética adaptativa, en este
caso, las caracteristicas que determinan el rendimiento y la calidad del biodiesel. Ademas,
queriamos saber si la estructura genética geografica obtenida con la variacidon neutra
coincidia o no con la estructura obtenida con la variacion adaptativa. Para esto,
examinamos la relacién entre la diversidad genética y la diversidad quimica del aceite
mediante secuencias simples repetidas (SSRs) y el contenido total de aceite en las semillas,
su perfil de acidos grasos, y su contenido de ésteres de forbol. Encontramos que el perfil
quimico del aceite agrup6 a los individuos de acuerdo a su origen geografico. Ademas, el
contenido de acidos grasos insaturados estuvo correlacionado con la altitud. La estructura
genética de las poblaciones no fue explicada por el aislamiento por distancia, ni por
barreras geograficas. Un analisis de asignacion bayesiano reveld dos grupos genéticos y
confirmé que la estructura genética no estd asociada con el origen geografico de las
poblaciones. A pesar de que se obtuvo el valor mas alto de diversidad genética neutra
reportado hasta el momento para J. curcas, no hubo correlacion con la diversidad quimica
de las semillas de la planta. Por lo tanto, en el caso de J. curcas no es adecuado considerar
unicamente a la variacion genética neutra para conformar las plantaciones, pues la
variacion genética neutra no se correlaciona con la variacion genética adaptativa, como la

variacion quimica de las semillas y posiblemente con la variacion quimica foliar.



ABSTRACT

Jatropha curcas L (Euphorbiaceae) is a shrub that has drawn attention around the world
due to the use of its seed oil to produce biodiesel. Millions of hectares of this plant have
been cultivated, mainly in Asia, Africa, India and Latin America. However, production
expectations have not been fulfilled, and therefore the plant cultivation has not reached its
biodiesel potential production. Among the factors that have hindered the success of
plantations in Mexico is the lack of knowledge on insect pests, mainly folivores which may
defoliate completely the plant, and the use of imported seed in the crops. Some studies
consider that for wild and cultivated plants, the more neutral genetic variation the more
viable the conservation and management of a species is. However, variation in defensive
chemicals and characteristics that determine the yield and quality of biodiesel have genetic
basis and are adaptive. Although neutral genetic variation should correlate with adaptive
genetic variation, some studies have shown that this is not always the case. We proposed
that a successful model for sustainable cultivation of J. curcas should consider its neutral
genetic variability, chemical variability, and the environmental characteristics (biotic and
abiotic) in which the shrub develops in a geographic context. Our work first focused on
determined whether the foliar chemical variability and its relation to herbivory were
structured geographically. Then, we studied the correlation of neutral genetic variability
with the total oil content in the seeds and the oil composition (fatty acid composition
profile, and phorbol esters concentration). First, we quantified the total content of trypsin
inhibitors, phytic acid, phenols and saponins in leaves, and intensity of herbivory on native
populations of J. curcas of Chiapas, Michoacén and Veracruz. We found that the variability
in the content of chemicals compounds is structured geographically at the state level. Also,

a multiple linear regression analysis showed that content of trypsin inhibitors and phytic
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acid, altitude and precipitation explained herbivory. These results suggest that
phytochemical characterization in each region could be an adequate strategy to design J.
curcas plantations minimizing herbivory intensity by selecting various shrubs with
different chemical phenotypes and adapted to each region. Afterwards, we wanted to
understand whether neutral genetic variation is correlated with adaptive genetic variation,
in this case, the characteristics that determine the yield and quality of biodiesel. We also
wanted to know whether the neutral genetic variation geographic structure coincided or not
with the structure obtained with adaptive variation. For this, we examined the relationship
between genetic diversity and chemical diversity of oil, using simple sequence repeats
(SSRs) and total oil content in the seeds, fatty acid profile, and phorbol ester content. The
genetic structure of populations was not explained by isolation by distance. Bayesian
analysis assignment revealed two genetic groups and confirmed that neutral genetic
structure is not associated with the geographical origin of populations. Although the highest
neutral genetic diversity reported so far for J. curcas value was obtained, it was not
correlated with the chemical diversity of seeds of this plant. Therefore, in the case of J.
curcas an appropriate model to design plantations, or other forms of cultivation of this
plant, should consider the neutral genetic variation and the genetically based adaptive traits

such as seed and foliar chemical variability.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



Introduccion general

Jatropha curcas L es un arbusto tropical de la familia Euphorbiaceae que se establece
facilmente, crece relativamente rapido y es tolerante a la sequia (Heller, 1996). También se
le han atribuido una multitud de usos, como son la formacion de cercas vivas, medicinal, o
para controlar la erosion del suelo, entre otros (Jongschaap et al., 2007). Hay dos variantes
de J. curcas, la no-tdxica que unicamente se encuentra en México y cuyas semillas son
consumidas por humanos en Yucatan, Puebla, Veracruz y Quintana Roo (Makkar et al.,
1997; Martinez-Herrera et al., 2006) y la toxica, cuyas semillas contienen ésteres de forbol

que ocasionan efectos adversos a diferentes organismos (Makkar et al., 1997).

Esta planta es nativa de México y Centro América, pero se ha introducido a otros
paises tropicales y subtropicales desde hace ya varios siglos (Heller, 1996; Kumar y
Sharma, 2008). De acuerdo a Ginwal et al. (2005) y Ganesh (2008) individuos de México
fueron introducidos a Africa via la isla Cabo Verde; en la India se cree que fue introducida
por marineros portugueses durante el siglo XVI (Singh et al., 2010). En los ultimos afios
esta planta ha ganado importancia econdmica debido a la posibilidad de convertir el aceite

de las semillas en biodiesel (Dyer y Mullen, 2008; Fairless, 2007).

A pesar de no tener variedades de J. curcas adaptadas a condiciones agrondmicas, se
ha impulsado su cultivo en millones de hectareas en Asia, Africa y América Latina (Renner
y Zelt, 2008; Fairless, 2007). En las plantaciones se ha obtenido un desajuste total entre las
expectativas de produccion y la produccion real de J. curcas en campo (Van Eijck et al.,
2014; Edrisi et al., 2015). En México se manifiestan varias razones que han obstaculizado
el éxito de las plantaciones, entre ellas, la falta de conocimiento del manejo de plagas, lo

que ha ocasionado pérdidas en la cosecha por la incidencia de insectos herbivoros (Ando et



al., 2012; Valero-Padilla et al., 2011) y el uso de semillas importadas principalmente de la
India, las cuales tienen una diversidad genética reducida (Basha y Sujatha, 2007; Tatikonda
et al., 2009) en comparacion con los poblaciones nativas de México (Ovando-medina et al.,

2011b) .

A partir de este contexto, la presente investigacion abordd dos aspectos. En el primero
se considerd que se podria entender la relacion entre variacion quimica y herbivoria para
aprovechar este conocimiento en la posible disminucion de la intensidad de herbivoria en
plantaciones de J. curcas. Asi, se disminuiria el uso de insecticidas, lo que reduciria los
efectos adversos al ambiente y consecuentemente se reducirian los costos de produccion.
Un segundo aspecto fue dilucidar si las caracteristicas que determinan la calidad del
biodiesel (contenido y composicion de aceite) incluyendo los ésteres de forbol (compuestos
toxicos que afectan el valor comercial del biodiesel y el uso de la torta residual después de

la extraccion del aceite) estan asociados con la diversidad genética.

En el primer aspecto se considerd a la teoria del mosaico geografico para
predecir la variacion fitoquimica entre las poblaciones. Esta teoria establece que la forma
de seleccion entre las especies interactuantes varia a través del paisaje, creando una mezcla
de puntos calientes, donde la presion de seleccion reciproca es fuerte, y puntos frios, donde
la presion de seleccion es débil o ausente (Thompson, 2005). Por lo tanto, la composicion y
abundancia de los compuestos fitoquimicos puede variar entre regiones geograficas (Bravo-
Monzon et al., 2014), en asociacion con grupos especificos de herbivoros (Zust et al., 2012;
Bernhardsson et al., 2013). Para el cultivo de J. curcas, el conocimiento de la estructura de
la variacion quimica en su distribucidon nativa asi como la interaccidon con los herbivoros

locales facilitaria el disefio de poblaciones viables adaptadas a su ambiente local. Por lo
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tanto, el primer capitulo estuvo centrado en contestar la siguiente pregunta: ;La variacion
en el contenido total de compuestos quimicos foliares en J. curcas estd estructurada

geograficamente y a su vez esta asociada con la intensidad de herbivoria?

En lo que respecta al segundo aspecto, una de las caracteristicas mas estudiadas en
J. curcas es la diversidad genética mediante marcadores genéticos neutros, sin embargo se
desconoce si esta variabilidad esta asociada con caracteristicas de la composicién quimica
de las semillas (contenido total de aceite, perfil de 4cidos grasos y contenido de ésteres de
forbol) que determinan la calidad del biodiesel (Foidl et al., 1996). Los ésteres de forbol
son compuestos toxicos que impiden utilizar los restos de las semillas después de la
extraccion del aceite como alimento para los animales (Martinez-Herrera et al., 2006), por
lo que limitan el valor comercial de J. curcas. Algunos estudios han mostrado que la
variacion en el contenido total y en la composicion del aceite es generada por factores
ambientales, tales como las variables climaticas, acidez del suelo y la altitud (Heller, 1996;
Ovando-Medina et al., 2011a; Wen et al., 2012). En cambio, otros estudios sugieren que la
composicion quimica del aceite es altamente heredable (Kaushik et al., 2007), lo que
sugiere una influencia limitada del ambiente. Incluso, los acidos grasos han sido usados
para estimar la diversidad genética en J. curcas (Ovando-Medina et al., 2011a).

Esta segunda parte de la tesis estd centrada en contestar la siguiente pregunta
(Existe correlacion entre variacion de la composicion quimica del aceite y la diversidad
genética? Este estudio nos permitird identificar a los individuos o poblaciones con mayor
diversidad genética y variacion quimica foliar, ademas proporcionard informacion sobre si
la diversidad genética obtenida mediante SSRs esta asociada con la variacion quimica del

aceite de la semilla.
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Hipotesis
La variacion quimica foliar esta estructurada geograficamente y a su vez estd asociada con

la intensidad de herbivoria en las poblaciones de J. curcas.

La variacion genética estd asociada con la variacion de la composicion quimica del aceite

(contenido y composicion del aceite, incluyendo los ésteres de forbol).

Objetivo general
Analizar la variacion quimica y genética de poblaciones silvestres de Jatropha curcas y su

relacidon con la herbivoria

Objetivos particulares
1. Determinar si existe correlacion entre el contenido total de inhibidores de tripsina,
saponinas, fenoles y acido fitico y la herbivoria en hojas de J. curcas.
2. Determinar si existe asociacion entre la variacion quimica del aceite de las semillas
(contenido de aceite total, acidos grasos y ésteres de forbol) y la diversidad genética

enJ. curcas.

Estructura de la tesis

Esta tesis esta dividida en cuatro capitulos. El primer capitulo corresponde a la introduccion
general la cual constituye el marco conceptual dentro del cual de desarrolla esta
investigacion. En el segundo capitulo analizamos si la variacion quimica foliar esta
estructurada geograficamente y si a su vez esta asociada con la intensidad de herbivoria.

Este capitulo es un articulo publicado por Martinez-Diaz et al. (2015) en la revista
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Industrial Crops and Products. El tercer capitulo esta enfocado a la diversidad genética y su
correlaciébn con caracteristicas que determinan la calidad del biodiesel (contenido y
composicion del aceite, incluyendo los ésteres de forbol). Este capitulo esta en preparacion
para su publicacion. En el cuarto capitulo corresponde a la discusion general de la tesis en
donde se presenta una reflexion sobre los diferentes topicos que se abordaron en este

trabajo.
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) is a shrub that produces seeds with a high oil content that can be
converted to biodiesel. Some studies have shown that this plant contains phytochemicals that cause
adverse effects on herbivores; however, it is not known whether the phytochemical variation is geo-
graphically structured and, in turn, if it is associated with herbivory intensity. This knowledge would
enable the selection of individuals with adequate chemical variation to decrease the herbivory of this
plant. With this objective, total foliar content of saponins, trypsin inhibitors, phytic acids, and phenols
were analyzed and herbivory quantified in eight wild populations of J. curcas in Chiapas, Michoacan,
and Veracruz, Mexico. Using principal components analysis (PCA), the content of phenols, saponins,
trypsin inhibitors, and phytic acids grouped individuals to their state or frequently to their population.
A multiple linear regression model considering total phytochemical content, altitude and precipitation,
explained herbivory intensity (multiple adjusted R? =0.62). The concentration of trypsin inhibitors (par.
corr.=0.51, P<0.0001) and altitude (par. corr.=0.769, P<0.0001) were positively associated with her-
bivory, whereas the concentration of phytic acid (par. corr.=-0.299, P<0.019) and precipitation (par.
corr.=—0.503, P<0.0001) were negatively associated. It can be concluded that phytochemical variation
is structured geographically at the local level and that herbivory intensity is associated with the total
phytochemical content, precipitation, and altitude.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) is a native shrub of Mexico
and Central America (Heller, 1996), which is drought tolerant and
can grow on marginal lands (Jones and Miller, 1992). Also, it is used
to prevent soil erosion, as living fence and for traditional medicine
(Jongschaap et al., 2007). The seeds of this plant are toxic due to
their high content of phorbol esters, but in Mexico, there are non-
toxic variants used in traditional dishes in the states of Veracruz
and Puebla (Makkar et al., 1997; Martinez-Herrera et al., 2006). J.
curcas has gained economic importance because it produces seeds
with high oil content capable of being transformed into biodiesel.
Because of its potential, there has been a rapid expansion of J.

* Corresponding author. Tel.: +52 443 3222721; fax: +52 443 3222719.
E-mail address: espinosa@cieco.unam.mx (F.J. Espinosa-Garcia).

http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.04.049
0926-6690/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

curcas cultivation areas and new demand for the development of
improved cultivars in India, China, and Brazil (Sorell et al., 2010).

In Mexico, thousands of hectares in different states are currently
being used to cultivate J. curcas from imported seeds. For exam-
ple, between 2009 and 2012, 10,000 ha were planted in Chiapas,
200,000 in Veracruz, and 6000 ha in Michoacan (Valdés-Rodriguez
et al,, 2014). The intention of these state governments was to
increase the area of J. curcas plantations.

While J. curcas grows wild in Mexico, plantations are developed
using imported seeds adapted for other countries. These seeds are
of the toxic variant and produce populations with less genetic varia-
tion than that found in Mexican wild populations (Ovando-Medina
et al, 2011). In Mexico, the planting of imported seeds in places
where biotic and abiotic environmental conditions are different
from the countries where they were “improved”, along with low
genetic variability, have caused major harvest losses due to insect
pests (Valero-Padilla et al., 2011; Ando et al., 2012).
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A wide variety of active phytochemicals have been reported in
J. curcas, among which are proteins, peptides, diterpenes, saponins,
trypsin inhibitors, phytic acid, and phorbol esters (Makkar et al.,
1997; Aregheore etal., 1998; Pradhan et al.,2012); all of these cause
adverse effects on herbivores (Ratnadass and Wink, 2012).

Although studies reporting phytochemical variation are abun-
dant, our work focuses on the geographic structure of such
variability. To our knowledge, this is the first attempt to analyze
the structure of phytochemical variation in native populations of
J. curcas, and to evaluate the structure of phytochemical variation
in relation to herbivory. For biofuel crops, knowledge of the geo-
graphic structure of chemical variation in their native distribution
and the interaction with local natural enemies facilitates the design
of viable biofuel plantations adapted to local environments.

The geographic mosaic theory can be used to predict variations
in phytochemical composition among populations. This theory,
states that the form of selection among interacting species varies
across the landscape, creating a mixture of hot spots where recip-
rocal selection is strong and cold spots where reciprocal selection is
weak or absent (Thompson, 2005). Therefore, the composition and
abundance of phytochemicals may vary among geographic regions
(Bravo-Monzoén et al., 2014) associated with the specific clusters of
herbivores (Ziist et al., 2012; Bernhardsson et al., 2013).

The aims of study were (1) analyze if the variation in the total
content of phytochemicals is geographically structured in wild pop-
ulations ofJ. curcas native to Mexico, and (2) analyze if the variation
in the total content of phytochemicals is associated with herbivory
intensity.

For this study, wild populations were selected from three states
with J. curcas plantations (Michoacan, Veracruz, and Chiapas), and
the total foliar content of four phytochemicals, as well as herbivory
intensity, were evaluated. In wild populations, there must be a con-
siderable amount of phytochemical variation that can be exploited
during the development of a sustainable crop. This information
could be useful for the selection of individuals with adequate phy-
tochemical variation associated with the geographical region to
design J. curcas plantations with minimized herbivory damage.

2. Materials and methods

Mature leaves from eight wild populations were collected from
J. curcas (Table 1). The collection was performed when plants from
all sites were in reproductive status and all individuals of each pop-
ulation were sampled. The collection was obtained from September
to October, 2010.

Ofthe selected populations, the Venustiano Carranza (VNC) pop-
ulationis considered non-toxic because the residents of the area use
the seeds in food preparation; however, the Manuel Lazos (MEL),
Huixtla (HTA), Playa San Benito (SNB), Tapachula (TAP), San Julian
(SN]), Arronjadero (AR]), and Manga de Coimbo (CMB) populations
are considered toxic because the seeds are not consumed and there
have been recorded cases of poisoning from these variants. This
classification was subsequently corroborated by quantifying the
phorbol esters from the seed oil of J. curcas (Table 1).

Initially, it was planned to quantify the phorbol esters in the
leaves; however, the protocol published for the extraction and
quantification of phorbol esters in seeds (Makkar et al., 1997;
Devappa et al., 2010) was not effective in leaves. Therefore, only
the total content of saponins, trypsin inhibitors, phytic acid, and
phenols were quantified from the leaves.

2.1. Chemical analysis

The total content of saponins, trypsin inhibitors, phytic acid,
and phenols was measured by spectrophotometry (Thermoscien-
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tific genesis 20). For each individual, 0.25 g of dried foliar tissue was
ground in a mortar with inert sand into a fine powder. The samples
were placed 15 mL tubes. All samples were shaken in a Labtech
Model LS1-3016R equipment and were centrifuged in a Hermle
Model Z230 centrifuge. Each type of compound was quantified as
described in the following sections.

2.1.1. Saponins

The extraction of saponins was performed with10 mL of 80%
MeOH. The samples were shaken for 20 min. The tubes were cen-
trifuged at 3800 rpm for 10 min, and the supernatant was collected.
Then, 20 L of supernatant, 230 L of methanol, 250 L of vanillin
(1.6 g of vanillin diluted in 20 mL of methanol), and 2.5 mL of sulfu-
ric acid (72%) were mixed thorough. The absorbance was recorded
at 544 nm (Hiai et al., 1976). The concentration was determined
from a calibration curve using different diosgenin (Sigma, St. Louis,
MO, USA) concentrations diluted in 80% methanol, and the results
are expressed as mg of diosgenin per g~! of dry leaf.

2.1.2. Trypsin inhibitors

Trypsin inhibitors were extracted with 12.5mL of NaOH
(0.01 M). The samples were shaken for 30 min after the pH was
adjusted from 9.4 t0 9.6. The tubes were centrifuged at 3600 rpm for
10 min, and the supernatant was collected. Then, 500 p.L of super-
natant, 1.5 mL of distilled water, 2 mL of trypsin solution (20 mg
of trypsin diluted in 1L of HCI 0.001 M), and 5 mL of BAPNA solu-
tion (24 mg of N-a-benzoyl-pL-arginine-p-nitroanilide dissolved in
600 L of dimethyl sulfoxide, graduated to 60 mL with Tris buffer
0.5 M pH 8.2) were mixed. After being incubated in a hot water bath
(37°C) for 10 min, 1 mL of acetic acid (30%) was added. The solution
was mixed thorough and absorbance was read at 410 nm (Smith
et al., 1980). Trypsin inhibitor activity was determined indirectly
by inhibiting the activity of trypsin. The results were expressed as
mg trypsin inhibited g=! of dry leaf.

2.1.3. Phytic acid

The extraction of phytic acid was performed with 10 mL of 3.5%
HCI. The samples were shaken for 1 h. The tubes were centrifuged at
3400 rpm for 10 min and the supernatant was collected. Then, 50 pL
of supernatant, 1.95 mL of distilled water, and 1 mL of Wade reagent
(15 mg of FeCl3-6H20 and 150 mg of sulfosalicylic acid) were mixed
thorough. The absorbance was measure at 500 nm (Vaintraub and
Lapteva, 1988). The concentration was determined from a calibra-
tion curve of different concentrations of phytic acid (Sigma, St.
Louis, MO, USA). The results are expressed in mg of phytic acid
per g1 of dry leaf.

2.1.4. Phenols

The extraction of phenols was performed with 10 mL of 80%
MeOH. The samples were shaken for 20 min. The tubes were cen-
trifuged at 3800 rpm for 10 min and the supernatant was collected.
Then, 5L of supernatant, 495 pL of distilled water, 250 uL of
Folin-Cicalteau reagent (1N), and 1.25mL of sodium carbonate
(20%) were mixed thoroughly. After 40 min of incubation in the
dark, absorbance was measured at 725 nm (Makkar et al., 1997).
The concentration was determined from a calibration curve of dif-
ferent concentrations of tannic acid (Sigma, St. Louis, MO, USA). The
results are expressed in mg of tannic acid per g~! of dry leaf.

All measurements were performed in triplicate.

2.2. Measurement of herbivory

In this work, herbivory is defined as the leaf area consumed
accumulated from leaf emergence to leaf maturity by chewing
insect herbivores. Forty mature leaves were collected randomly
from each population and were digitized. The foliar area consumed
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Table 1

Geographic location and concentration of phorbol esters in the seeds of the sampled populations of Jatropha curcas.

Population State Altitude Precipitation Latitude Longitude No. individuals Average phorbol esters?
(masl) (mm) (mgg! of oil)

Manuel Lazos (MEL) Chiapas 420 4250 14°58'41.1" 92°10'35.2” 10 2.03

Huixtla (HTA) Chiapas 34 2250 15°52/33.3” 92°25'27.8" 9 2.2

Playa San Benito (SNB) Chiapas 0 1350 14°43'44.5" 92°25'56.0” 9 0.35

Tapachula (TAP) Chiapas 85 1900 14°49'46.9” 92°17'42.4" 5 0.46

San Julian (SNJ) Veracruz 22 1350 19°14'58.1" 96°15'42.1” 11 223

Venustiano Carranza (VNC) Veracruz 108 1100 20°27'19.9” 97°17'21.1” 10 N.D

Arronjadero (ARJ) Michoacan 695 900 18°51'46.6” 101°39'46.2” 11 412

Manga de Coimbo (CMB) Michoacan 514 900 18°53'29.3” 101°45'48.4" 7 2.34

ND = not detected.

2 Quantification of phorbol esters was carried out using oil from the seeds ofJ. curcas according to Makkar et al. (1997) and Devappa et al. (2010) (Martinez-Diaz, unpublished

data).

Table 2

Variation in the total content of phytochemicals in the populations of Jatropha curcas.
Population Saponins? Trypsin inhibitors® Phytic acid® Phenols?

(mgg™) (mgg™) (mgg™) (mgg™)

MEL 1.68 £ (0.37)a 39.18 + (7.46)ab 0.88 + (0.06)a 1.06 + (0.06)a
HTA 5.31 + (0.48)b 90.46 + (3.54)c 0.81 + (0.05)a 1.94 + (0.06)c
SNB 3.56 + (0.83)ab 37.04 + (10.84)ab 0.76 + (0.05)a 1.53 £ (0.19)b
TAP 2.95 + (0.43)ab 4545 + (4.71)b 0.82 + (0.09)a 1.48 + (0.12)ab
SNJ 3.48 + (0.45)ab 104.08 + (2.30)c 1.02 + (0.07)ab 1.72 + (0.06)b
VNC 434 + (0.39)b 48.12 + (4.90)b 1.20 + (0.10)b 1.75 + (0.07)bc
ARJ 4.54 + (0.48)b 49.62 + (6.81)b 1.18 + (0.07)b 1.65 + (0.13)b
CMB 242 +(0.23)a 21.08 + (10.15)a 1.30 £ (0.06)b 0.86 + (0.07)a

Values in parentheses indicate the standard error. Different letters indicate significant differences (P<0.05).

2 mg diosgenin.

Y mg pure inhibited trypsin.
¢ mg phytic acid.

4 mg tannic acid.

was used as an index of herbivory and was quantified using Assess
2002 software (The American Phytopathological Society, St. Paul,
Minnesota, USA). The results are expressed as a percentage of the
foliar area consumed.

2.3. Data analysis

The total concentration of each phytochemical group was trans-
formed to the natural logarithm to obtain a normal distribution
of the data; in the case of trypsin inhibitors, the data were not
transformed because they had a normal distribution. The herbivory
percentage was transformed using the arcsine square root. One-
way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s test, was
used to determine differences in the total phytochemical content
and herbivory intensity among the populations. To identify the
groups of compounds that best explained the population group-
ing, principal components analysis (PCA) was performed using J]MP
11(SW) Inc. software. A simple correlation analysis was used to
determine the association between the concentrations of saponins,
trypsin inhibitors, phytic acid, and phenols. A forward stepwise
multiple regression analysis was conducted to determine if the total
content of phytochemicals (saponins, trypsin inhibitors, phytic
acid, and phenols), altitude, and precipitation of the sampling
localities were associated with herbivory intensity. Analyses were
performed using Statistics 7 software (StatSoft).

3. Results
3.1. Chemical analysis

The chemical composition of the leaves was variable among
the populations. The saponins content varied from 1.68mgg-! to

454mgg-!, trypsin inhibitors content varied from 21.08 mgg!
to 104.08 mgg-!, phytic acid content varied from 0.76 mgg™!

to 1.30mgg~!, and phenols content varied from 0.86mgg~! to
1.94mgg~1 (Table 2).

The concentrations of phenols and saponins were highly cor-
related (r=0.85) and the trypsin inhibitors were significantly
correlated with both the phenols (r=0.65) and saponins (r=0.34).
Phytic acid content was not significantly associated with the con-
tent of any of the other three types of compounds (Table 3).

Principal component analysis showed that 81% of the total varia-
tion is explained by the first two principal components (PC). In PC1,
the phenols, saponins, and trypsin inhibitors have the highest con-
tribution (0.96, 0.86, 0.74, respectively), whereas in PC2, phytic acid
has the highest contribution (0.98). Most individuals were grouped
at least with individuals from their own state, and frequently with
individuals from their own population (Fig. 1).In the negative upper
left quadrant of the graph, the PC1 separated individuals of the CMB
population from Michoacan, and the positive upper right quadrant
of the graph separated individuals of the SNJ and VNC populations
from Veracruz and AR] individuals from Michoacan. However, two
individuals of the AR] population, one of the SNJ and another of the
VNC were scattered along PC2 mostly in the positive part of PC1.

In the negative area of the “y” axis, the PC2 separated the indi-
viduals from the Chiapas populations where the MEL and HTA
individuals were grouped with their population, whereas TAP and

Table 3
Correlation between the foliar concentrations of four groups of phytochemicals in
Jatropha curcas.

Trypsin inhibitors ~ Phyticacid  Phenols  Saponins
Trypsin inhibitors -
Phytic acid —0.066 -
Phenols 0.622 —0.004 -
Saponins 0.344 0.038 0.825 -

Note: Significant correlations (P<0.05) are indicated in bold.
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Fig. 1. Principal component analysis of the total foliar content of phenols, saponins,
trypsin inhibitors, and phytic acid of eight wild populations of Jatropha curcas. The
populations were labeled in the following manner: Chiapas populations (HTA—’:4
s MEL-C , SNB-M and TAP—’ ), Michoacan (ARJ—O' and CMB—A ), and Veracruz

(SNJ-/ and VNC- ).

SNB individuals were scattered along PC1 and mainly below zero
in PC2 (Fig. 1).

3.2. Quantification of herbivory

The consumed foliar area was significantly different between
the populations of Veracruz (SNJ and VNC) and Michoacan (ARJ and
CMB), whereas among the populations of Chiapas (MEL, HTA, SNB,
and TAP), the difference was not significant (Fig. 2). The average
herbivory was 10%.

In the non-toxic population (VNC), the herbivory was lower
compared to that of the more toxic populations (AR] and CMB,
Fig. 2). These two populations were considered to be the most toxic
in this study, according to the phorbol ester content of the seed oil
(Martinez-Diaz, unpublished results, Table 1).

25

b

el

MEL HTA SNE TAP SNJ

Consumed foliar area (%)

VNC AR] CMB
Populations

Fig. 2. Variation in herbivory among wild populations of Jatropha curcas. See
Table 1 for acronym definitions of the populations. The VNC population is non-toxic,
whereas the rest are toxic. Different letters indicate significant differences (P < 0.05).

3.3. Relationship between herbivory intensity, total
phytochemical content, altitude, and precipitation

Multiple linear regression analysis indicates that herbivory
is explained by the concentration of phytochemicals, altitude,
and precipitation (multiple R? adjusted=0.62, F (5, 59)=21.91,
P<0.0001). Significant positive partial correlations (par. corr.)
were found between herbivory and the concentration of
trypsin inhibitors (par. corr.=0.510, P<0.0001) and altitude (par.
corr.=0.769, P<0.0001), whereas the partial correlation of the
concentration of phytic acid (par. corr.=-0.299, P<0.019) and
precipitation (par. corr.=-0.503, P<0.0001) with herbivory were
significant and negative. Saponins were excluded from this anal-
ysis due to their high correlation with phenols (r=0.85, Table 3);
therefore, the content of phenols and saponins was not significantly
associated with herbivory intensity.

4. Discussion

According to the model of the geographic mosaic, it was
expected that the variation pattern in the content of chemical com-
pounds among populations had a geographic structure. It was found
that the contents of the analyzed phytochemicals sorted individu-
als within their own state or populations (Fig. 1). This structured
phytochemical variation probably occurs when different commu-
nities of herbivores determine the phytochemical composition of
a population, as shown in wild populations of Arabidopsis thaliana
and its herbivores (Ziist et al., 2012).

Multiple regression analysis indicated that only two of the
four analyzed compounds were associated with herbivory inten-
sity. Plant protease inhibitors have shown anti-nutritional effects
on insects (Orr et al., 1994) and the soybean trypsin inhibitor
was shown to be toxic for the larva Tribolium confusum (Lipke
et al., 1954). Contrary to this, the herbivores Spodoptera frugiperda
(Jongsma et al., 1995) and the larvae of Lepidoptera (Broadway,
1997) adapted to the protease inhibitor activity. It was found that
higher concentrations of trypsin inhibitors intensified herbivory
(Table 4). It is, therefore, possible that J. curcas herbivores are
adapted to trypsin inhibitors.

Phytic acid reduces digestibility in insects through the forma-
tion of minerals and protein complexes. This compound affects
the growth and survival of Lepidoptera larvae (Green et al., 2001).
Our results indicate that an increase in phytic acid concentrations
reduces herbivory intensity (Table 4), which suggests that phytic
acid could have a defensive role.

Despite the fact that phenols and saponins cause various adverse
effects on herbivores (Green et al., 2003; Ikbal et al., 2007; Usha
Rani and Pratyusha, 2013), no significant association with her-
bivory was found in this study (Table 4). However, it is possible that
phenols and saponins are associated with certain diseases because
some studies have shown their antifungal activity (Nicholson and
Hammerschmidt, 1992; Mert-Tiirk, 2006).

Therefore, the association between phytochemicals and her-
bivory can be positive or negative because the effects of
phytochemicals in herbivores are diverse. For example, some have
a general effect on herbivores (Feeny, 1976), whereas others may
only have an effect on a specific group of consumers (Macel
et al., 2005; Leiss et al., 2009) and others are most effective in
combination with another group of defense chemicals. Specialists
herbivores adapt or even benefit from specialized phytochemical
defenses (Green et al., 2001; Karban and Agrawal, 2002; Després
et al., 2007).

On the other hand, Cardenas et al. (2014) showed that foliar
defense against herbivores results from a combination of chemical,
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Table 4

Summary of the multiple linear regression analysis between herbivory intensity, total phytochemical content, and geographic and climatic variables at the sites of origin in

the populations of Jatropha curcas.

Phytochemical compounds, altitude and precipitation Beta+ SE Beta+ SE Partial correlation Tolerance T(59)
Trypsin inhibitors 0.469 + 0.10 0.09 + 0.01 0.510 0.559 4556
Phytic acid —-0.223 + 0.09 -4.33 £ 1.79 -0.299 0.693 —2.409°
Phenols —0.115 £ 0.10 1.40 +1.27 —0.142 0.551 -1.105M8
Altitude 0.908 + 0.10 0.02 + 0.002 0.77 0.617 9.225"
Precipitation —0.392 + 0.09 —0.002 =+ 0.0004 —-0.503 0.773 —4.472"

NS =non-significant.
" P=0.02.
" P<0.0001.

physical, and phenological characteristics. Therefore, the chemical
defense determines partially the resistance against hebivores.

Phorbol esters are considered the principal toxic compounds
of J. curcas (Makkar et al.,, 1997); however, these compounds are
sequestered by the herbivore specialist Pachicoris klugii (Wink et al.,
2000). This may explain why the herbivory intensity was greater
in toxic populations (Fig. 2) or, in other words, this herbivore, or
some other adapted to phorbol esters, is more abundant in toxic
populations than in non-toxic populations.

Baldini etal.(2014) have recently shown in]. curcas that the con-
tent of phorbol esters in leaves and seeds, then it can be assumed
that in leaves of toxic populations content phorbol esters are
greater than the leaves non-toxic populations, where these com-
pounds may be absent.

It was also expected that the geographic and climate variables in
the natural habitat had an effect on herbivory intensity. It was found
that at higher altitudes herbivory intensity increases (Table 4).
One possible explanation is that the nutritional quality of plants
located at higher altitudes may be greater than that of plants at
lower altitudes, as in the case of Sanguisorba tenuifolia (Suzuki,
1998). Another possibility is that herbivorous specialists are more
abundant at higher altitudes because they are less sensitive than
generalist herbivores to environmental stress caused by altitude
(Scheidel and Bruelheide, 2005).

The results also show that herbivory intensity decreases when
precipitation is higher (Table 4). This result can be explained in
terms of the nutritional quality of the plants; for example, species
of the Montane forestin Hawaii showed a decrease in foliar nitrogen
content as well as a decrease in available nitrogen in the soil with
increasing precipitation (Schuur and Matson, 2001). Plants grow-
ing where precipitation is abundant are probably less palatable for
herbivorous insects.

Therefore, the phytochemical characterization of J. curcas in
each region could be a strategy for designing plantations where
herbivory intensity is minimized because each population could
be interacting with a certain community of herbivores in specific
abiotic environmental conditions.

In this study, the measurement of phytochemicals concentra-
tions and herbivory at one point in time could have potentially
impacted our findings of the association between the concentration
of chemical compounds and herbivory intensity. To establish this
relationship further, it would be necessary to assess the temporal
variation of herbivory intensity and the concentration of chemical
compounds for several months or in different seasons.

5. Conclusions

Our results show that chemical variation in native populations
of J. curcas is geographically structured. Furthermore, chemical
variability and local climatic conditions were associated with her-
bivory. These results suggest that the current practice of cultivating
J. curcas plantations, grown from “improved” seeds imported from
India, within the native range ofJ. curcas is suboptimal or non-viable

due to insect pests. Therefore, it can be suggested that J. curcas
plantations should be developed based on the region so that indi-
viduals with adequate phytochemical variation can be selected. By
using this strategy, the incidence of herbivory would decrease on
the plantations.
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CAPITULO III

“Diversidad genética y su relacion con los compuestos quimicos del aceite

de las semillas en poblaciones de Jatropha curcas L. nativas de México”
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Resumen

Una de las caracteristicas mas estudiadas de la oleaginosa Jatropha curcas L. es la
diversidad genética mediante marcadores genéticos neutros, es decir que no son
influenciados por el ambiente. Un aspecto importante de entender es si la variacion genética
neutra estd correlacionada con la variacion genética adaptativa, en este caso el contenido
total y perfil quimico (concentracion relativa de acidos grasos) del aceite utilizado para la
produccion de biodiesel, incluyendo los ésteres de forbol (compuestos toxicos que afectan
el valor comercial de aceite). En este estudio analizamos la asociacion entre la diversidad
genética dentro y entre las poblaciones, obtenida mediante secuencias simples repetidas
(SSRs) y la variacion en la composicion quimica del aceite (contenido total y el perfil
quimico del aceite, y el contenido de ésteres de forbol) en 17 poblaciones de J. curcas
nativas de México. El andlisis discriminante usando el perfil quimico del aceite agrup6 a
los individuos de acuerdo a su origen geografico a escala estatal. El contenido de acidos
grasos insaturados estuvo correlacionado con la altitud. Se obtuvo el valor mas alto de
diversidad genética (He = 0.686) hasta el momento reportado en esta especie. La estructura
genética de las poblaciones no fue explicada por el aislamiento por distancia, ni por
barreras geograficas. Un analisis de asignacion bayesiano reveld dos grupos genéticos y
confirmé que la estructura genética no estd asociada con el origen geografico de las
poblaciones. La distancia genética entre las poblaciones no estuvo asociada con las
distancias del perfil quimico del aceite (r =-0.024, P = 0.087). El contenido de ésteres de
forbol y la diversidad genética no estuvieron asociados de manera significativa. El analisis
de regresion lineal multiple mostré que el contenido total de aceite no fue explicado por la
diversidad genética, en cambio estuvo asociado con la altitud y la estacionalidad de la

temperatura. Concluimos que la diversidad genética obtenida con SSRs no estd asociada
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con la variacion de la composicion quimica del aceite en J. curcas, en cambio los factores

ambientales locales juegan un papel importante en la variacion de estos compuestos.

Palabras clave: acidos grasos, Jatropha curcas, microsatélites, diversidad genética,

México, ésteres de forbol

1. Introduccion

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) es un arbusto nativo de México y Centro América
(Basha y Sujatha, 2007; Heller, 1996), que ha sido utilizado como cerca viva, medicina
tradicional, y para controlar la erosion del suelo (Jongschaap et al., 2007). Hay dos
variantes de J. curcas, la no-toxica, que Unicamente se encuentra en México y cuyas
semillas son consumidas por humanos en Yucatdn, Puebla, Veracruz y Quintana Roo
(Makkar et al., 1997; Martinez—Herrera et al., 2006); en cambio las semillas de las variantes
toxicas contienen ésteres de forbol que ocasionan efectos adversos a diferentes organismos
(Makkar et al., 1997). En la tltima década, J. curcas ha ganado importancia econdémica
debido a que el aceite de sus semillas se puede convertir en biodiesel (Openshaw, 2000).
Por esta razon, esta planta se cultiva extensamente, se estima que en el aiio 2015 se habran
plantado 12.8 millones de hectareas alrededor del mundo (Fairless, 2007; Renner et al.,
2008). Esto ha impulsado la bisqueda de genotipos con mayor diversidad genética y con
caracteristicas agronomicas adecuadas para ser utilizados en las plantaciones extensivas en

diferentes paises.

De acuerdo con Aitken et al. (2008) y Jump et al. (2009), el mantenimiento de la

diversidad genética dentro y entre las poblaciones o cultivos de plantas es de vital
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importancia ya que les permite responder de manera eficiente ante la incidencia de plagas y
enfermedades asi como a los cambios ambientales; por lo tanto, es esencial para la
sobrevivencia de cualquier especie. En este sentido, algunos estudios consideran que en J.
curcas la evaluacion de la diversidad genética realizada mediante marcadores moleculares
neutros (es decir que no son influenciados por el ambiente) es suficiente para la
conservacion de la especie o incluso para el manejo del cultivo (Ganesh et al., 2007; Jubera
et al., 2009; Ikbal et al., 2010; Machua et al., 2011; Osorio et al., 2014; Montes et al.,
2014). En este contexto la diversidad genética de J. curcas se ha estimado principalmente
con secuencias simples repetidas (SSRs), polimorfismos de la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD) y secuencias
inter-simple repetidas (ISSR). Aunque J. curcas se origind en México y América Central
(Heller, 1996) existen estudios se han realizado en accesiones introducidas a la India
(Basha y Sujatha, 2007; Pamidimarri et al., 2009a), Brasil (Rosado et al., 2010) y en otras
partes del mundo (Osorio et al., 2014; Sanou et al., 2015; Siju et al., 2015). También se ha
estudiado la variacion genética en las poblaciones de México por Ovando-Medina et al.,
(2011a), Pecina-Quintero et al., (2011, 2014), y Salvador-Figueroa et al., (2015), quienes
han mostrado que existen altos niveles de diversidad genética en las poblaciones
mexicanas.

Por otra parte, las caracteristicas del contenido de aceite y su perfil quimico en las
semillas determinan el rendimiento del aceite y la calidad del biodiesel (Foidl et al., 1996),
por lo que deben ser consideradas en la seleccion de los individuos para su cultivo. Otro
tipo de compuestos presentes en la semilla de las variantes toxicas son los ésteres de forbol,
compuestos toxicos que impiden utilizar los restos de las semillas después de la extraccion

del aceite como alimento para los animales (Martinez-Herrera et al., 2006). Los ésteres de
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forbol también han mostrado ser co-carcindgenos (Hirota et al., 1988; Makkar y Becker,
2009), por lo que también limitan el valor comercial de J. curcas.

Un aspecto de vital importancia es entender si la diversidad genética obtenida con
marcadores moleculares neutros estd asociada con caracteristicas de interés en la planta que
determinan el rendimiento del aceite y la calidad del biodiesel.

Algunos estudios han mostrado que la variacion del contenido total y el perfil
quimico del aceite es generada por factores ambientales, tales como las variables
climaticas, acidez del suelo y la altitud (Heller, 1996; Ovando-Medina et al., 2011b; Wen et
al., 2012). En cambio, otros estudios sugieren que el contenido total y el perfil quimico son
altamente heredables (Kaushik et al., 2007; Ovando-Medina et al., 2011b), lo que sugiere
una influencia limitada del ambiente. Incluso, los éacidos grasos han sido usados para
estimar la diversidad genética en J. curcas (Ovando-Medina et al., 2011b).

Los objetivos de este estudio fueron (1) Analizar la variacién en la composicion
quimica del aceite y la diversidad genética en poblaciones de J. curcas nativas de México
(2) Determinar si existe correlacion entre la variacion en la composicion quimica del aceite
y la diversidad genética. Para este estudio se seleccionaron poblaciones nativas de J. curcas
de Michoacan, Veracruz y Chiapas, y se cuantificaron los compuestos quimicos del aceite
(contenido total y perfil quimico del aceite, y ésteres de forbol), y la diversidad genética se
analiz6 mediante SSRs.

Este estudio permitird identificar a los individuos o poblaciones con mayor diversidad
genética y la composicion quimica de la semilla mas adecuada para la produccion biodiesel,
los cuales pueden ser promovidos para su uso en las plantaciones. También nos
proporcionara informacion sobre si la diversidad genética neutra (SSRs) es suficiente para

detectar la variacion quimica del aceite de las semillas.
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2. Materiales y métodos

2.1 Coleccion de muestras.

Se seleccionaron poblaciones silvestres de variantes toxicas y no toxicas de Michoacén,
también se incluyeron poblaciones de Veracruz y Chiapas (Tabla 1). Las poblaciones
silvestres estdn formadas por un numero reducido de individuos. En el muestreo
unicamente se incluyeron a los individuos en estado de fructificacion. Se recolectaron hojas
jovenes y semillas. Las poblaciones seleccionadas son utilizadas de manera diferente por
los habitantes de las localidades. Las poblaciones de Michoacan (CND, SNP, BNA, BUE,
ANU, CHA, NEI, OLV, GMR, AJR y COB) no tienen ningin uso. En Veracruz, las
semillas de la poblacion VEC son utilizadas en la elaboracion de platillos tradicionales,
mientras que la poblacion SAJ del mismo estado es utilizada como cerca viva. Los
individuos de las poblaciones de Chiapas (TPL, MUL, SAB y HUI) son utilizados como

cercas vivas.
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Tabla 1. Localizacion geografica de las poblaciones muestreadas de J. curcas.

Poblaciones (POP) Estados N. de Latitud Longitud Altitud Precipitacion
individuos msnm mm
El cefiidor (CND) Michoacan 4 19°00'19.7” 102°11'25.0" 361 643
San Pedro (SNP) Michoacan 4 18°52'35.1” 101°41'48.8" 525 797
Buenos Aires (BNA) Michoacan 4 19°04'27.0” 102°10'54.2" 481 739
Buenos Aires (BUE) Michoacan 4 19°03'45.3” 102°11'19.7" 446 721
Antanez (ANU) Michoacan 4 19°00'52.8” 102°12'04.6" 367 644
Chandio (CHA) Michoacan 4 19°05"28.6” 102°24'17.8" 278 687
Nueva Italia (NEI) Michoacan 4 19°00'47.9” 102°05'38.8" 398 690
Los Olivos (OLV) Michoacan 4 18°50'38.8” 102°08'31.3" 183 682
Gambara (GMR) Michoacan 4 18°55'55.5” 102°06'44.0" 281 676
Arronjadero (AJR) Michoacan 10 18°51°46.6” 101°39°46.2” 695 795
Manga de Coimbo (COB) Michoacan 7 18°53°29.3” 101°45°48.4” 514 812
Venustiano Carranza (VEC) Veracruz 10 20°27°19.9” 97°17°21.1” 108 1202
San Julian (SAJ) Veracruz 11 19°14°58.1” 96°15°42.1” 22 1195
Tapachula (TPL) Chiapas 5 14°49°46.9” 92°17°42.4” 85 1881
Manuel Lazos (MUL) Chiapas 10 14°58°41.1” 92°10°35.2” 420 4355
San Benito (SAB) Chiapas 9 14°43°44.5” 92°25°56.0” 0 1476
Hiuxtla (HUT) Chiapas 9 15°52°33.3” 92°25°27.8” 34 1644
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2.2 Analisis de los compuestos quimicos del aceite

2.2.1 Extraccion de aceite

Las semillas fueron secadas al sol durante 8 dias, después se elimind la cubierta
manualmente. Posteriormente, aproximadamente 100 g de almendra de cada individuo se
molieron en una licuadora hasta obtener un polvo fino. La harina obtenida se pesd y colocéd
en cartuchos de papel filtro para desgrasarse con hexano (70 © C) en un aparato Soxhtlet.
Los resultados son expresados como porcentaje de aceite en las semillas pulverizadas con
la siguiente formula: % de aceite = m2 - m1 / m3 x 100 (m1= peso del matraz, m2= peso

del matraz con aceite, m3= peso de la harina)

2.2.2 Preparacion de metil ésteres de acidos grasos

En tubos previamente lavados con hexano y puestos en una estufa a 300° C durante 2 horas
se adicion6 20 ml de hexano y 40 mg de aceite. Los tubos se pusieron en bafio maria (40 °
C) durante 1 minuto, después se adicionaron 200 pL. de NaOH diluido en metanol (2.0 M).
La mezcla se agité en un vortex durante 2 minutos y se volvido a poner en bafio maria
durante 1 minuto. La muestra se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante (hexano), que contenia los metil ésteres, fue recolectado (Ichihara et al.,

1996).

2.2.3 Determinacion de la composicion de acidos grasos

El perfil quimico del aceite (concentracion relativa de los acidos grasos) se analizd por
cromatografia de gases /espectrometria de masas (Cromatografo Agilent 6890 vy
espectrometro de masas Agilent 5973). Se inyectaron 0.3 uL de metil ésteres de cada

individuo en una columna (Equity TM -5 Supelco 28089-U. 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
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con el siguiente gradiente de temperatura: 150 ° C, 3° C min ' 2200 ° C, 6 ° C min™ a 220
© C. Se uso6 helio como gas acarreador (7.48 psi). El inyector se programd en modo split
70:1 con una temperatura de 280 ° C, modo Scan y un rango de masas de 50 a 550 m/z. Los
compuestos de cada una de las muestras fueron identificadas por la comparacion de su
espectro de masas con los espectros de la Libreria National Institute of Standars and
Technology (NISTO02). La concentracion de cada compuesto se obtuvo por la comparacion
de la abundancia relativa del estdndar interno el acido nonadecanodico metil éster (Sigma,
St. Louis, MO, USA). La concentracién de cada acido graso es reportado en mg /mg™! de
aceite. El porcentaje de los acidos grasos se obtuvo considerando la concentraciéon total

como 100%.

2.2.4 Extraccion y analisis de ésteres de forbol

La extraccion de ésteres de forbol se realizé de acuerdo al método de Devappa et al. (2010).
Brevemente, a partir de 0.25 g de aceite de cada individuo se realizd la extraccion de
ésteres de forbol con 0.5 mL de metanol, el proceso de extraccion se repitid tres veces con
sonicacion y centrifugacion a 3500 rpm durante 5 minutos. La concentracion de ésteres de
forbol se obtuvo mediante la evaporacion del metanol bajo presion reducida sin exceder los
40° C. La muestra se ajustd a un volumen final de 200 pl, se filtr6 y se inyectd
manualmente (20 pl) en el HPLC (Water ™ 600 MS).

El analisis se realizd de acuerdo al método de Makkar et al. (1997) con algunas
modificaciones. El HPLC estaba equipado con un detector de arreglo de fotodiodo. La
columna analitica fue una C18 fase inversa (125 A ° Bondapack, 10um, 300 x 3.9 mm L.D).
Disolventes usados: A) acido fosforico (85%, 1.75 mL de acido fosforico en 1 L de agua

destilada) y B) acetonitrilo. Gradiente usado: al inicio A al 60% y B al 40%, después A
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decrement6d al 50 % y B increment6 al 50 % en los préximos 10 minutos, luego A
decremento al 25 % y B incrementd al 75% en los proximos 30 minutos, finalmente B se
incremento al 100 % durante los proximos 10 minutos. La columna se lavé con B al 100%
durante 10 minutos. La separacion se realizd a temperatura ambiente con un flujo de 1.3
mL por minuto. Los picos con absorbancia maxima a 280 nm se consideraron como ésteres
de forbol (Devappa et al., 2010; He et al., 2011; Makkar et al., 1997) y la concentracion de
cada pico se obtuvo mediante una curva de calibracion con forbol 12-myristato 13-acetato

(Sigma, St. Louis, MO, USA). El andlisis se realizé por duplicado.

2.3 Analisis genético

2.3.1 Extraccion de ADN

Las hojas jovenes se deshidrataron con gel de silice y se mantuvieron a -20 ° C hasta su
procesamiento. E1 ADN total se extrajo de 0.2 g de tejido, cada muestra se molid en un
mortero con nitrogeno liquido. La muestra obtenida se mezclé con 1 mL de buffer de
CTAB (Tris-HCl (1M), H20 destilada, NaCl (5 M), EDTA (0.5 M), PVP-40, écido
ascorbico, DIECA, 2- mercapto etanol) y se incubd a 60 °C durante 30 minutos. Para la
extraccion del ADN se adicionaron 500 pL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1) y se centrifug6 a 12000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se recolecto y la
precipitacion del ADN se realizé con 600 pL de isopropanol. La pastilla de ADN se obtuvo
por centrifugacion a 12000 rpm durante 3 minutos, el sobrenadante se desecho. La pastilla
se secod a temperatura ambiente y el ADN se disolvidé en 60 pL. de agua desionizada. La
calidad del ADN se determin6 por electroforesis en un gel de agarosa (0.8%) tefiido con

bromuro de etidio.
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2.3.2 Condiciones de PCR

Utilizamos seis loci de microsatélites: Jeds10, Jeds41, Jeps9, Jeps20, Jeps21 y Jems21,
desarrollados para Jatropha curcas (Pamidimarri et al., 2009b), en reacciones multiplex con
primers marcados con florescencia. La amplificacion de los microsatélites se realizé en un
Eppendorf Mastercycler® thermocycler, el volumen de reaccion fue de 5 pLL que contenian
50 ng de ADN, 2.5 de multiplex PCR Kit (QUIAGEN®), 0.5 de cada primer y 1.5 de agua
desionizada. La temperatura para la amplificaciéon del PCR consistié en una activacion
inicial a 95° C durante 1 minuto, la temperatura de alineamiento fue especifica para cada
primer (45.8 °C para Jeds10, 59.5 °C para Jeds41, 48.4 °C para Jeps9, Jeps21 y Jems21,
51.1 °C para Jcps20) durante 3 minutos y la extension a 72 °C durante 1 minuto. Después
de cada ciclo hubo una elongacion final a 72 °C durante 7 minutos.

La mezcla del producto de PCR (1 pL), 10 uL de formamida altamente desionizada
(Hi-Di) y 0.3 pL de estdndar de tamafio GeneScan-500 LIZ (Applied Biosystems) se
sometio durante 2 minutos a 95 °C para desnaturalizar el ADN y se analiz6 por
electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI Prism 3100-Avant® (Applied
Biosystems, Hitachi, Japon). Para analizar el tamafio de los fragmentos amplificados
utilizamos Peak Scanner™ version 1.0 (Applied Biosystems) y para identificar la presencia
de alelos nulos en cada locus por poblacion utilizamos el software Micro-Checker ver.

2.2.3.

2.4. Analisis estadisticos
El contenido total y el perfil quimico del aceite entre las poblaciones se compararon con
analisis de varianza de una via (ANOVA), seguidos de una prueba de Tukey con el

software Statistica 8 (Statsoft). Para estimar la diversidad quimica individual y poblacional
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se utilizo el indice de Shannon. El indice de Shannon individual se calculé con el numero
de compuestos y su concentracion relativa en el aceite, y el indice de Shannon poblacional
se calculd como el promedio de la diversidad quimica de los individuos de cada poblacion.
Usando la concentracion relativa de los acidos grasos se realizo un andlisis discriminante
con el Software JMP 8 para identificar los compuestos que clasifican a las poblaciones.
Para probar la hipdtesis de aislamiento por distancia se realizé una prueba de Mantel con la
matriz de distancias euclidianas del perfil quimico y las distancias geograficas con el
software XLSTAT ver. 2015.1.02 (addinsoft). La asociacién entre el porcentaje de los
acidos grasos insaturados y la altitud se realiz6 con un andlisis de correlacion con el
software Statistica 8 (Statsoft).

La diversidad genética poblacional fue estimada con el nimero promedio de alelos
por locus (Na), el promedio del nimero efectivo de alelos (Ne), el indice de informacién de
Shannon (I), la heterocigocidad observada (Ho), heterocigocidad esperada (He) y el indice
de endogamia (F) con el software GenAlex Version. 6.501 (Peakall y Smouse, 2006).

Para determinar la ubicacion de las principales discontinuidades genéticas entre las
poblaciones muestreadas (i. e. barreras genéticas) aplicamos el algoritmo de Monmonier a
la matriz de distancia de Nei usando el software Barrier 2.2 (Manni et al., 2004). La
subdivision de la variacidon genética entre y dentro de las poblaciones se analizé mediante
un analisis de varianza molecular (AMOVA) y el indice de diferenciacion Fsr se calculd
con el software GenAlex Version 6.501.

La estructura genética de las poblaciones se determind con estadistica Bayesiana
usando el programa Structure, Version 2.2 (Pritchard et al., 2000), con 50,000 quemas y
100,000 repeticiones de las cadenas de Markov Monte Carlo. Para obtener el valor mas

probable de K se probaron los valores de K de 1 a 8, con 10 corridas independientes para
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cada K. El valor més probable de K fue estimando calculando el valor mas alto de AK
(Evanno et al., 2005) con el programa Structure Harvester version 0.693 (Earl y vonHoldt,
2011).

Se realiz6 una prueba de Mantel con 10,000 permutaciones para determinar la
correlacion entre la matriz de distancias euclidianas del perfil quimico del aceite y la matriz
de distancia genética de Nei con el software XLSTAT ver. 2015.1.02.

Para analizar la asociacion entre el contenido total de ésteres de forbol y la
diversidad genética, se realiz6 un andlisis de correlacion simple. Para explorar la posible
relacion entre el contenido total de aceite, la diversidad genética (Na, Ne, F, He, porcentaje
de ancestria genética ¢ 1), Ia altitud y wvariables climaticas (obtenidas de

http://www.wordclim.org) se realizd6 un analisis de regresion lineal multiple modalidad

stepwise con el software Statistica 8 (Statsoft). De las 19 variables climaticas se eliminaron
las que estaban altamente correlacionadas y solo seis variables se incluyeron en el modelo
(rango de la temperatura anual, temperatura minima del mes maés frio, estacionalidad de la
temperatura, estacionalidad de la precipitacion, precipitacion anual y temperatura media

anual).

3. Resultados

3.1 Composicion quimica del aceite de las semillas de J. curcas

El contenido total de aceite en las semillas de los individuos vari6 entre 31.15 y 68.54%,
mientras que el contenido promedio de las poblaciones vari6 de 42.35 a 55.39 %; la
diferencia entre las poblaciones fue significativa (F (16, 36y = 2.564, P = 0.003; Tabla 2). Se

encontraron ocho 4acidos grasos: acido tetradecandico (4cido miristico 14:0), acido
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hexadecanoico (acido palmitico 16:0), dcido 9-hexadecandico (dcido palmitoléico 16:1),
acido heptadecanodico (acido margarico 17:0), acido octadecandico (4cido estearico 18:0),
acido 9-octadecanodico (4cido oléico 18:1), acido 9,12-octadecandico (acido linoléico 18:2)
y el acido eicosanodico (&cido araquidico 20:0). Los mas abundantes fueron el &cido
linoleico, el 4cido oleico, el acido palmitoléico y el acido estearico (Tabla 3). La
concentracion de los ocho acidos grasos encontrados fue significativamente variable entre
las poblaciones excepto en el caso del acido araquidico (Tabla 3). El indice de Shannon
mostré que la diversidad quimica entre las poblaciones vari6 entre 1.48 y 1.67 (Tabla 3). La
poblacion MUL (Chiapas) mostro el nivel mas alto de diversidad quimica, mientras que en
la poblacion VEC (Michoacan) se encontr6 el nivel mas bajo de diversidad quimica (Tabla
3). El porcentaje de acidos grasos insaturados entre los individuos vari6 entre 73.77 y 80.30
%, mientras que la variacion entre poblaciones fue entre 74.95 y 77.68 %, la diferencia fue
significativa (F (16,84) = 7.93, P = 0.0000; Tabla 2). El porcentaje de los acidos grasos
insaturados estuvo correlacionado de manera significativa con la altitud (r = 0.603, P =

0.011; Figura 1).

38



Tabla 2. Contenido total de aceite y acidos grasos insaturados.

Poblacion Estado Porcentaje de Porcentaje de
aceite total en acidos grasos
las semillas insaturados en el
aceite

CND Michoacan 44.05(1.69)a 74.95(0.44)ab
SNP Michoacan 50.47(2.14)ab 76.90(0.80)b

BNA Michoacan 43.89(1.79)a 75.72(0.15)ab
BUE Michoacan 54.12(1.79)b 77.00(1.08)b

ANU Michoacan 49.70(1.86)ab 75.98(0.44)ab

CHA Michoacan 51.59(2.38)ab 76.26(0.46)ab

NEI Michoacan 42.35(1.76)a 75.86(0.19)ab
OLV Michoacan 42.83(1.39)a 75.73(0.37)ab
GMR Michoacan 47.92(0.56)ab 75.71(0.15)ab
AJR Michoacan 53.10(3.13)b 77.68(0.23)b
COB Michoacan 55.39(1.76)b 77.09(0.35)b
VEC Veracruz 48.07(3.28)ab 76.92(0.55)b
SAJ Veracruz 50.01(3.03)ab 74.44(0.33)a
TPL Chiapas 48.29(6.08)ab 74.95(0.93)a
MUL Chiapas 47.96(1.72)a 74.86(0.33)a
SAB Chiapas 45.11(1.57)a 74.91(0.39)a
HUI Chiapas 53.42(2.22)b 73.51(0.26)a

Los valores entre paréntesis indican el error estdndar, las letras diferentes indican

diferencias significativas (P < 0.05).
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Tabla 3. Concentracion promedio (mg) de cada uno de los tipos de acidos grasos identificados e indice de informacion de

Shannon (I) de diversidad quimica en cada una de las poblaciones estudiadas.

POP  Acido miristico Acido palmitoléico Acido palmitico Acido margirico Acido linoléico Acido oléico Acido estedrico  Acido araquidico I
(14:0) (16:01) (16:0) (17:0) (18:2) (18:1) (18:0) (20:0)
CND 0.25(0.01)b 0.39(0.02)b 1.75(0.06)ab 0.14(0.007)a 2.78(0.09)ab 2.79(0.10)ab 1.43(0.05)b 0.18(0.02)a 1.66
SNP 0.24(0.03)b 0.41(0.03)b 1.69(0.16)ab 0.08(0.02)a 2.69(0.23)ab 2.64(0.23)ab 1.19(0.12)ab 0.03(0.03)a 1.59
BNA 0.25(0.02)b 0.37(0.04)b 1.78(0.17)ab 0.11(0.04)a 2.85(0.28)ab 2.83(0.22)ab 1.40(0.12)ab 0.07(0.04)a 1.60
BUE 0.24(0.02)b 0.33(0.04)b 1.72(0.19)ab 0.13(0.02)a 2.99(0.36)ab 3.00(0.33)ab 1.15(0.21)b 0.09(0.06)a 1.60
ANU 0.28(0.04)bd 0.37(0.04)b 1.86(0.19)ab 0.16(0.01)ab 3.13(0.34)b 3.23(0.32)b 1.63(0.18)b 0.13(0.05)a 1.63
CHA 0.27(0.04)bd 0.38(0.06)b 1.81(0.30)ab 0.78(0.65)b 2.55(0.51)ab 3.03(0.49)ab 1.48(0.26)b 0.08(0.05)a 1.66
NEI 0.21(0.02)b 0.30(0.03)ab 1.48(0.15)ab 0.07(0.03)a 2.35(0.22)ab 2.42(0.24)ab 1.19(0.12)ab nd 1.58
OLV 0.25(0.02)b 0.32(0.01)ab 1.66(0.08)ab 0.10(0.03)a 2.71(0.13)ab 2.71(0.11)ab 1.37(0.07)ab 0.11(0.04)a 1.62
GMR 0.24(0.02)b 0.33(0.02)abc 1.60(0.07)ab 0.13(0.009)ab 2.57(0.10)ab 2.10(0.09)ab 1.35(0.05)ab 0.10(0.05)a 1.63
AJR 0.16(0.01)abc 0.28(0.03)ab 1.34(0.11)ab 0.07(0.02)a 2.39(0.18)ab 2.18(0.16)ab 1.08(0.08)a 0.10(0.02)a 1.60
COB 0.22(0.02)b 0.32(0.01)b 1.71(0.14)ab 0.08(0.02)a 2.94(0.61)b 2.61(0.21)ab 1.27(0.08)ab 0.11(0.03)a 1.60
VEC 0.09(0.02)a 0.17(0.03)a 1.21(0.13)a nd 1.88(0.21)a 2.05(0.23)a 0.90(0.07)a nd 1.48
SAJ 0.20(0.007)b 0.38(0.02)b 1.79(0.15)ab 0.11(0.01)a 2.78(0.20)ab 2.54(0.18)ab 1.28(0.08)ab 0.12(0.03)a 1.63
TPL 0.18(0.03)ab 0.38(0.06)b 1.56(0.21)ab 0.10(0.01)a 2.37(0.29)ab 2.45(0.23)ab 1.23(0.14)ab 0.12(0.05)a 1.64
MUL 0.18(0.01)b 0.45(0.02)d 1.68(0.08)ab 0.14(0.004)a 2.57(0.10)ab 2.53(0.12)ab 1.24(0.03)ab 0.16(0.02)a 1.67
SAB 0.21(0.02)b 0.49(0.04)cd 1.86(0.13)b 0.10(0.02)a 2.71(0.18)ab 2.86(0.22)ab 1.29(0.07)ab 0.15(0.03)a 1.65
HUI 0.17(0.01)abe 0.42(0.009)d 1.66(0.05)ab 0.10(0.10)a 2.47(0.07)ab 2.44(0.08)ab 1.25(0.03)ab 0.16(0.02)a 1.66

Los valores entre paréntesis indica el error estandar; nd, no detectado; las letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 1. Correlacion entre el contenido de acidos grasos insaturados y la altitud (r =

0.604,P=0.011).

El andlisis discriminante usando el perfil quimico del aceite separo a los individuos
de las poblaciones de acuerdo a su origen geografico a escala estatal. En la funcion 1 del
grafico los individuos de las poblaciones de Michoacéan se encuentran en la parte negativa,
los individuos de Veracruz se encuentran en la parte intermedia y los individuos de Chiapas
se encuentran en la parte positiva del grafico (Figura 2). Los coeficientes estandarizados de
las funciones discriminantes 1 y 2 para cada variable fueron las siguientes: dcido miristico -
1.393 y -0.015, 4cido palmitoléico 0.831 y 1.705, &cido palmitico 3.107 y -4.933, acido
margarico-0.913 y 0.264, acido linoléico -3.508 y 1.564, acido ol¢ico 0.791 y 2.353, 4cido

estearico 0.188 y 0.168 y 4cido araquidico 0.545 y -0.206. Las variables con mayor poder

41



discriminante fueron: el 4cido linoléico, el 4cido palmitico y el acido miristico (Figura 2).
La estructura geografica del perfil quimico no fue explicada por el aislamiento por

distancia, ya que la prueba de Mantel no fue significativa (r =-0.022, P =0.737).
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Figura 2. Analisis discriminante canonico de la concentracion de acidos grasos del aceite
de las semillas de J. curcas. La distribucidon esta representada en un espacio geométrico

bidimensional basado en las funciones 1 y 2.

Se identificaron 5 picos de ésteres de forbol (tiempo de retencion: 47-51 minutos),
la proporcion de cada uno de ellos fue variable entre las poblaciones (Tabla 4). El
contenido total mas alto de ésteres forbol se encontrd en la poblacion ARJ de Michoacan
(4.120 mg/g-), mientras que en algunas poblaciones el contenido de estos compuestos fue

de 0. El indice de diversidad de Shannon vario entre 0.009 y 1.04 (Tabla 4).

42



Tabla 4. Muestra compuesta poblacional del contenido de ésteres de forbol en el aceite

de las semillas e indice de diversidad de Shannon (I).

POP Estado Esteres de forbol (mg/g ™)

Pico 1 Pico2 Pico3 Pico4 Pico5 Total |
CND Michoacan nd nd nd nd nd 0 -
SNP Michoacan  nd nd nd nd nd 0 -
BNA Michoacan nd nd nd nd nd 0 -
BUE Michoacan  nd nd nd nd nd 0 -
ANU Michoacan nd nd nd nd nd 0 -
CHA Michoacan  nd nd nd nd nd 0 -
NEI Michoacan nd nd nd nd nd 0 -
OLV Michoacan  nd nd nd nd nd 0 -
GMR Michoacan nd nd nd nd nd 0 -
AJR Michoacan 1.74 0.74 1.30 0.21 0.13 4.12 1.04

COB Michoacan  1.03 0.52 0.63 0.12 0.03 2.34 0.43

VEC Veracruz nd nd nd nd nd 0 -

SAJ Veracruz 1.45 0.52 0.26 nd nd 2.23 0.40
TPL Chiapas 0.21 0.15 nd nd nd 0.35 0.28
MUL Chiapas 0.88 0.44 0.58 0.13 nd 2.03 0.49
SAB Chiapas 0.18 0.10 0.10 0.07 nd 0.46 0.009
HUI Chiapas 1.22 0.49 0.27 0.22 nd 2.20 0.87

nd, no detectado.

3.2 Diversidad y estructura genética

Las poblaciones analizadas mostraron altos niveles de diversidad genética. Na vari6 de
4.000 a 6.833, Ne vario de 2.667 a 5.739, I vario de 0.909 a 1.783, Ho vari6 de 0.778 a
0.925 y He vari6 de 0.557 a 0.805 (Tabla 5). En todas las poblaciones, excepto COB y NEI,
los valores de F fueron negativos, lo que indica un exceso de heterocigotos (Tabla 5).

El analisis de varianza molecular (AMOVA) revel6 que la mayor proporcion de la varianza
genética ocurre dentro de las poblaciones (93%, Tabla 6). El indice de diferenciacion Fsrt
tuvo un valor de 0.067 lo que indica una moderada diferenciacion entre poblaciones (Tabla

6). La prueba de Mantel realizada con la matriz de distancia genética de Nei y la matriz de
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distancia geografica no fue significativa (r = -0.017, P = 0.860), por lo tanto la
diferenciacion de las poblaciones no fue debida al aislamiento por distancia; tampoco se
identificaron barreras geograficas que pudieran intervenir en el intercambio genético entre

las poblaciones.
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Tabla 5. Descriptores de diversidad genética de 17 poblaciones de Jatropha curcas.

POP Na Ne | Ho He F
CND 4.333(0.333) 3.440(0.314) 1.321(0.096) 0.792(0.119) 0.693(0.036) -0.111(0.141)
SNP 4.167(0.401) 3.718(0.361) 1.342(0.103) 0.778(0.165) 0.716(0.031) -0.073(0.238)
BNA 4.000(0.632) 3.474(0.548) 1.244(0.169) 0.792(0.164) 0.671(0.054) -0.189(0.249)
BUE 3.833(0.601) 3.191(0.561) 1.165(0.172) 0.917(0.083) 0.633(0.064) -0.470(0.122)
ANU 3.667(0.211) 3.025(0.185) 1.185(0.060) 0.875(0.085) 0.663(0.020) -0.330(0.146)
CHA 2.833(0.401) 2.841(0.372) 0.909(0.131) 0.875(0.125) 0.557(0.054) -0.567(0.226)
NEI 4.000(0.557) 3.509(0.515) 1.259(0.157) 0.694(0.150) 0.678(0.053) 0.046(0.197)
OLV 4.333(0.667) 3.787(0.625) 1.318(0.182) 0.792(0.109) 0.687(0.061) -0.171(0.188)
GMR 3.333(0.333) 2.958(0.297) 1.112(0.104) 0.875(0.125) 0.644(0.036) -0.389(0.223)
AJR 7.500(1.360) 5.739(1.242) 1.783(0.169) 0.870(0.088) 0.794(0.031) -0.092(0.103)
COB 5.667(0.803) 5.031(0.738) 1.585(0.204) 0.782(0.159) 0.753(0.069) 0-048(0.194)
VEC 5.500(0.563) 4.586(0.520) 1.569(0.113) 0.833(0.167) 0.768(0.025) -0.059(0.213)
SAJ 5.000(0.894) 3.622(0.557) 1.336(0.182) 0.801(0.133) 0.687(0.050) -0.222(0.252)
TPL 5.167(0.401) 4.177(0.227) 1.521(0.068) 0.892(0.049) 0.757(0.013) -0.182(0.076)
MUL 6.833(0.792) 5.362(0.504) 1.758(0.104) 0.856(0.062) 0.805(0.018) -0.067(0.087)
SAB 3.833(0.307) 2.674(0.135) 1.108(0.051) 0.925(0.050) 0.621(0.018) -0.489(0.076)
HUI 3.500(0.500) 2.667(0.358) 1.027(0.134) 0.868(0.072) 0.593(0.050) -0.491(0.129)
Promedio  4.481(0.237) 3.678(0.145) 1.311(0.037) 0.829(0.020) 0.686(0.011) -0.221(0.045)

Na, numero de alelos; Ne, nimero efectivo de alelos; I, indice de informacion de Shannon; Ho, heterocigocidad observada; He,
heterocigocidad esperada; F, indice de endogamia. Los nimeros entre paréntesis indican el error estandar.
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Tabla 6. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de seis loci de microsatélites de

17 poblaciones de Jatropha curcas.

Fuente de variacion Grados Suma de Componentes Variacion Indice de
de cuadrados de la (%) diferenciacion
libertad Varianza (Fst)

Entre regiones 2 14.282 0.038 2

Entre poblaciones 14 55.187 0.133 5 0.067 ***

Dentro de las poblaciones 195 446.842 2.394 93

Total 211 536.311 2.565 100

P <0.001

El andlisis bayesiano reveld que el nimero més probable de grupos genéticos fue
K=2 (Figura 3a), y confirm6 que la diferenciacion genética no esta asociada con el origen
geografico de las poblaciones. Los dos colores usados representan los dos grupos
genéticos identificados por Structure. Cada individuo esta representado por una barra
vertical, la proporcion de cada color en la barra indica la proporcion de ancestria genética
procedente de uno de los dos grupos identificados por Structure en el genotipo individual
(Figura 3b). En las poblaciones de Michoacin ANU, CHA, OLV y GMR el grupo
genético representado con verde se encuentra en mayor proporcion, mientras que en las
poblaciones BUE, BNA, y AJR el grupo genético representado con rojo se encuentra en
mayor proporcion. En las poblaciones NEI, COB y SND los grupos genéticos rojo y
verde se encuentran mas o menos en la misma proporcion. En las poblaciones de Chiapas
y Veracruz el grupo genético representado con rojo se encuentra en mayor proporcion y

el grupo verde en menor proporcion (Figura 4).
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Figura 3. Estructura genética de 17 poblaciones de J. curcas de tres estados de México:
Michoacan, Veracruz y Chiapas. a) Numero estimado de grupos genéticos (k) derivados
del analisis de agrupamiento bayesiano de Structure. Ak fue calculado usando el método

de Evanno et al. (2005). b) Estructura genética obtenida con dos grupos genético (K=2).
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Figura 4. Proporcion de grupos genéticos por poblacion obtenida con el andlisis

bayesiano.

3.3 Relacion entre la variacion quimica y la diversidad genética.

La prueba de Mantel mostr6 que las distancias genéticas de Nei y las distancias
euclidianas del perfil quimico del aceite no estuvieron correlacionadas significativamente
(r=-0.024, P = 0.087). El contenido total de ésteres de forbol no mostr6 una correlacion
significante con He (Spearman = 0.304, P = 0.235) ni con el indice de Shannon de
diversidad genética (Spearman = 0.412, P = 0.10). La asociacion entre el indice de
diversidad de Shannon de diversidad de ésteres de forbol y de diversidad genética no fue

significativa (Spearman = -0.461, P = 0.062). La diversidad genética tampoco explico el
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contenido total de aceite, en cambio la altitud y la estacionalidad de la temperatura si
estuvieron asociados significativamente con el contenido total de aceite

significativamente (F (3,13) = 8.583, P <0.002, R? multiple ajustada = 0.587; Tabla 7).

Tabla 7. Resumen del analisis de regresion lineal multiple entre el aceite total,

variables genéticas, climaticas y geograficas.

Variables climaticas y Betat EE BzEE Correlacion Tolerancia T(13)
geograficas parcial

Altitud 0.732+0.162 0.003£0.0009  0.782 0.987 4,523 ***
Estacionalidad de la temperatura 0.518£0.197 0.0009+0.0003 0.588 0.663 2.625 *

Temperatura minima del mes mas frio

0.249+0.198 0.0189+0.014  0.249 0.661 1.260 NS

NS no significativo; * P < 0.05, *** P < 0.001.

4. Discusion

En este estudio encontramos que la variacion en el contenido total de aceite y al menos de
los cuatro acidos grasos mas abundantes son similares a lo reportado previamente en
poblaciones mexicanas (Martinez-Herrera et al., 2006; Ovando-Medina et al., 2011b) y
en accesiones de Asia, Africa, América del Sur y América Central (Osorio et al., 2014).
El contenido de ésteres de forbol es similar a lo reportado por Martinez-Herrera et al.
(2010).

El perfil quimico del aceite de las semillas agrup6 parcialmente a las poblaciones
de J. curcas de acuerdo a su origen geografico, lo que fue explicado por el aislamiento
por distancia (Ovando-Medina et al., 2011b). El analisis discriminante usando el perfil
quimico del aceite en este estudio separé a los individuos de acuerdo a su origen

geografico a escala estatal (Figura 2), pero la prueba de Mantel no detecto estructuracion
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significativa, lo que indica que las distancias del perfil quimico y las distancias
geograficas no estan asociadas de manera significativa. Una posible explicacion es que
puede ser un problema de muestreo, pues para detectar aislamiento por distancia hay que
muestrear de manera homogénea en el espacio y en este estudio el muestreo fue
totalmente agrupado. Otra posibilidad es que los factores ambientales locales tengan
influencia en la variabilidad del perfil quimico del aceite, pero al mismo tiempo varien de
manera continua. Por ejemplo, encontramos una correlacion significativa entre la altitud
y el porcentaje de los acidos grasos insaturados (Figura 1). De forma similar, Ovando-
Medina et al. (2011b) reportaron una asociacion significativa entre la altitud y el
contenido de los 4cidos grasos insaturados.

Linder (2000) sugiere que la temperatura de germinacién es un importante agente
de seleccion en la proporcion de acidos grasos saturados e insaturados en el aceite de las
semillas. La explicacion es que en ambientes frios (mayor altitud o latitud) el catabolismo
de 4cidos grasos insaturados es mas facil comparado con los acidos grasos saturados. Asi,
las semillas con mas acidos grasos insaturados germinan primero en bajas temperaturas al
inicio de la estacidon propicia para las plantas y las plantulas crecen mas rapido, lo que
incrementa su adecuacion. En cambio, los ambientes calidos (menor latitud o altitud) son
mas estables y las semillas que contienen mayor proporcién de acidos grasos saturados
son favorecidas ya que contienen mas energia (Linder, 2000). Lo mencionado
anteriormente, no aplica para J. curcas ya que es una especie tropical y se ha favorecido
en gran proporcion el contenido de acidos grasos insaturados.

Posiblemente otros factores relacionados con la altitud por ejemplo, la humedad,

la acidez del suelo y la intensidad de luz, favorezcan la abundancia de los 4cidos grasos
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insaturados en J. curcas. En este sentido, Ovando-Medina et al. (2011a) sugieren que la
humedad del suelo podria ejercer presion de seleccion en la proporcion de acidos grasos
insaturados en las semillas, ya que J. curcas es resistente a la sequia pero susceptible al
anegamiento (Dehgan y Schutzman, 1994); en este sentido, en la region tropical de
Mesoamérica el inicio de la floracion y produccion de semillas coincide con la época de
lluvias, asi las semillas requieren de una alta proporcion de acidos grasos insaturados para
germinar rdpidamente y establecerse como una planta antes de que incremente la
humedad del suelo hasta el anegamiento (Ovando-Medina et al., 2011a). Asi, nosotros
especulamos que un ambiente con lluvias cortas o impredecibles favoreceria la
germinacion y el establecimiento de las plantulas en comparacion con ambientes con un
periodo de lluvia larga y abundante.

Con respecto al andlisis de variacion genética con marcadores neutros, se
obtuvieron los niveles mas altos de diversidad genética reportados hasta el momento para
J. curcas (Tabla 5). En otros estudios de diversidad genética realizados con SSRs se
encontraron altos niveles de polimorfismo en poblaciones de Chiapas (Salvador-Figueroa
et al., 2015) y en accesiones de América Central (Osorio et al., 2014). En J. curcas se
favorece el proceso de polinizacidon cruzada (Rafii et al., 2012), esto podria explicar los
altos niveles de diversidad genética. Los altos niveles de diversidad genética encontrados
en este estudio también apoyan la idea que Mesoamérica es el centro de origen de J.
curcas al encontrarse en esta region los mayores niveles de diversidad en comparacion
con otras partes del mundo (Osorio et al., 2014; Siju et al., 2015). Por lo tanto, las
poblaciones analizadas representan una fuente de germoplasma potencialmente util para

la seleccidon y conservacion de genotipos de interés agrondmico.
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Con respecto a la estructura genética, se encontr6 una moderada diferenciacién
entre las poblaciones (Tabla 6), la cual no fue explicada por el aislamiento por distancia.
De manera similar, el anélisis de accesiones de J. curcas de diferentes paises mostraron
que su variabilidad genética no esta asociada con su procedencia geografica (Maghuly et
al., 2015; Rao et al., 2008). Nuestros resultados sugieren que la variacion genética
obtenida con SSRs en las poblaciones estudiadas de J. curcas no estd espacialmente
estructurada, es decir que las poblaciones cercanas fueran genéticamente similares y las
poblaciones lejanas genéticamente distintas. En este sentido, el analisis Bayesiano
confirm6 que no hay una estructura geografica de la variacion genética (Figura 4).

Es bien sabido que la diferenciacién genética entre poblaciones de plantas
depende del flujo de genes en funciéon de la dispersion del polen y de las semillas
(Loveless y Hamrick, 1984). En el caso de las plantas cultivadas, la estructura genética
puede ser también influenciada por la seleccion artificial y por su modo de propagacion
(Aradhya et al., 2003). Las poblaciones de Chiapas son utilizada extensamente como
cerca vivas donde los individuos se propagan por clonacion; ademas los agricultores
intercambian germoplasma a escala regional (Salvador-Figueroa et al., 2015). Lo anterior
podria explicar la semejanza en los grupos genéticos en las poblaciones de Chiapas
(SAB, HUL, MUL y TPL).

La poblacion VEC de Veracruz proviene de una variante no tdxica que
comunmente se selecciona y se cultiva en los huertos familiares, sin embargo no hay una
diferenciacion clara con la poblacion SAJ, la cual es utilizada como cerca viva en el
mismo estado. Las poblaciones de Michoacéan no tienen ninglin uso y por lo tanto no son

manejadas por el hombre, en cambio los arboles son talados o destruidos, lo que ha
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ocasionado la reduccion de individuos en las poblaciones. De acuerdo con Aldrich et al.
(1998) y Cascante et al. (2002) la reduccion del tamafio de las poblaciones puede
provocar una disminucién del flujo génico que conduciria a un incremento de la
autopolinizacioén, al aumento la divergencia entre poblaciones y puede ocasionar un
cuello de botella genético. Asi en el caso de las poblaciones que no tienen ningun uso, su
eliminacion puede provocar la pérdida de diversidad genética de la especie.

Por otra parte, en este estudio encontramos variacioén en la composicion quimica
del aceite y altos niveles de diversidad genética en las poblaciones estudiadas. Sin
embargo la correlacion entre el contenido de ésteres de forbol y la diversidad genética
neutra no fue significativa. Posiblemente se debe a que estos compuestos son heredados
por via materna (He et al., 2011; King et al., 2013), por lo tanto la diferenciacion entre
variantes toxicas y no toxicas no fue detectable con un marcador genético nuclear (SSRs).

En otros estudios realizados con marcadores nucleares como RAPD, AFLP y
SSRs si encontraron diferenciacion entre las variantes toxicas y no toxicas (Pamidimarri
et al., 2009; Vischi et al., 2013). Posiblemente estos marcadores distinguieron a las
accesiones por su origen geografico y no por su toxicidad, ya que consideran a las
accesiones mexicanas como no toxicas y las accesiones de Africa, América del Sur y la
India como toxicas. Otra posibilidad es que la variacion de los ésteres de forbol en parte
puede depender de la presion de seleccion impuesta por los herbivoros especialistas como
Pachicoris Klugii (Wink et al., 2000) y la larva Hyles euphorbiae (Hundsdoerfer et al.,
2005) que secuestran este compuesto, por lo tanto es una caracteristica que puede estar

sujeta a seleccion natural.
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Po otro lado, la correlacién entre la matriz de distancia genéticas de Nei y las
distancias euclidianas del perfil quimico no fue significativa. La falta de correlacion entre
la distancia genética y las distancias euclidianas del aceite esencial también se mostrd en
Oreganum onites L. (Tonk et al., 2010). En Ocimum basilicum los datos de la
composicion del aceite esencial y los datos moleculares obtenidos con RAPD (Masi et
al., 2006) y AFLP (Labra et al., 2004) tampoco estuvieron correlacionados de manera
significativa.

Una posible explicacion es que SSRs es un marcador genético neutro
comunmente usado para estudios de diversidad molecular en regiones no codificantes del
genoma (Collard et al., 2005), en contraste, la variaciéon genética representada en los
perfiles quimicos del aceite o en los ésteres de forbol, no es neutra y estaria expuesta a
seleccion natural por los agentes propios de cada localidad. Esto concuerda con la
variacion geografica de la variacion obtenida con otros compuestos quimicos en J. curcas
(Martinez-Diaz et al., 2015). Asi, la diversidad genética obtenida con SSRs no es
suficiente para inferir caracteristicas adaptativas importantes en el manejo y conservacion
de J. curcas.

El analisis de regresion multiple indicd que el contenido total de aceite tampoco
estuvo asociado con la diversidad genética, en cambio fue explicado por la altitud y la
estacionalidad de la temperatura (Tabla 7). De forma similar, otros estudios han mostrado
que el contenido total de aceite esta asociado con la altitud en J. curcas (Pant et al., 2006;
Ovando-Medina et al., 2011b). Este resultado es congruente con el obtenido con los
acidos grasos insaturados, ambos sugieren que la altitud es una variable importante que

esta asociada con la cantidad y calidad del aceite, por lo tanto debe ser considerada en la
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estrategia para el disefio de plantaciones intensivas. En estudios posteriores es importante
probar genotipos en ambientes con diferentes altitudes y seleccionar aquellos con la

composicion de acidos grasos deseada y cultivarlos a escala regional.

5. Conclusion

Los resultados de este trabajo mostraron que la diversidad genética individual,
poblacional y regional obtenida con SSRs no refleja la variaciéon en la composicion
quimica del aceite. Esto indica que posiblemente se puede seleccionar o disefiar
genéticamente cultivares de J. curcas con el perfil de acidos grasos deseados sin perder
variacion genética en otros ambitos de la vida de la planta. Por otra parte en este estudio
también se mostrdo que los factores ambientales juegan un papel importante en la
variacion del contenido total y del perfil quimico del aceite. Por lo tanto se sugiere las
plantaciones se desarrollen a escala regional en donde se seleccionen individuos con la

composicion quimica del aceite deseada para su cultivo.
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Discusion general

Debido a la importancia de J. curcas como fuente de biodiesel se ha impulsado el cultivo
de millones de hectareas alrededor del mundo (Renner et al., 2008). El modelo de cultivo
prevaleciente de esta planta es el de plantaciones en las que se producen variantes
altamente productivas por semillas o a través de clonacion. La presion de producir
biodiesel rapidamente puede favorecer esquemas no sustentables de cultivo de J. curcas.
Para la construccién de un modelo de cultivo sustentable de J. curcas se debe tener en
cuenta su variabilidad genética, quimica, y ambiental (bidtica y abidtica) en el ambito
geografico. El conocimiento y uso de esta variacion debe ser tan importante como las
caracteristicas de produccion y calidad de aceite en la seleccion de individuos para su
propagacion y cultivo.

Lo anterior es con la finalidad de proponer la produccion de cultivares (alta
diversidad genética y contenido y composiciéon de aceite deseada producidas por
cultivares optimos para cada region donde se cultiva o cultivaria J. curcas), los cuales

podrian ser promovidos para su uso en los cultivos intensivos.

Variacion quimica foliar y su relacion con la herbivoria

En J. curcas se ha reportado que contiene una gran cantidad de compuestos quimicos
activos que ocasionan efectos adversos a los herbivoros (Ratnadass y Wink, 2012). A
pesar de su toxicidad, esta planta es vulnerable a la herbivoria, principalmente en el
follaje, flores y frutos (Lama et al., 2015). Hay una lista grande de insectos herbivoros
(78 especies representadas en 9 6rdenes y 31 familias) que se alimentan de J. curcas a

escala global. En América Central y del Sur, distribucion nativa de J. cucas, se
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documentaron 34 especies y en Africa donde la planta fue introducida, se documentaron
21 especies (Lopez-Guillen et al., 2012; Lama et al., 2015). Entre las plagas de mayor
importancia que atacan a las plantaciones de Jatropha curcas en México es el insecto del
orden orthoptera: Sphenarium purpurascens e insectos del orden Hymenoptera: Atta
cephanotes 'y Atta mexicana, los cuales llegan a defoliar completamente las plantas
deteniendo su desarrollo (Quiroga et al. 2010).

Nuestros resultados fueron compatibles con el modelo del mosaico geografico
(Thompson, 2005), pues encontramos que la variacion quimica estd estructurada
geograficamente y la intensidad de herbivoria esta asociada con los compuestos quimicos
(acido fitico e inhibidores de tripsina), y con las variables ambientales (altitud y
precipitacion) de las poblaciones (Véase capitulo dos). De acuerdo a nuestro
conocimiento este es el primer trabajo donde se cuantifica la intensidad de herbivoria asi
como su relacion con los compuestos quimicos en J. curcas.

Estudios con otras especies de plantas han mostrado que la composicion y
abundancia de compuestos fitoquimicos pueden variar entre regiones geograficas (Bravo-
Monzén et al., 2014) asociadas con grupos especificos de herbivoros (Zust et al., 2012;
Berhardson et al., 2013) Por lo tanto, la caracterizacion quimica de J. curcas en cada
region podria ser una estrategia para disefiar plantaciones donde se disminuiria la
intensidad de herbivoria ya que cada poblacion podria estar interactuando con una cierta
comunidad de herbivoros en condiciones ambientales abioticas.

Otro aspecto relevante fue conocer si las variantes toxicas y no-toxicas
experimentan herbivoria diferencial, aunque en este estudio por cuestiones técnicas no

fue posible cuantificar los ésteres de forbol en las hojas (ver anexo 1). Baldini et al.
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(2014) mencionan que el contenido de ésteres de forbol en las semillas y las hojas esta
correlacionado, por lo que asumimos que en las hojas de poblaciones toxicas el contenido
de ésteres de forbol es mayor que en las hojas de poblaciones no toxicas.

Encontramos que la herbivoria en las poblaciones toxicas es de dos a tres veces
mayor en comparacion con la poblacién no-toxica (Ver capitulo dos). Una posible
explicacion es que la larva especialista que metaboliza los ésteres de forbol (Hyles
euphorbiae) sea mas abundantes y ademads le resulte mas favorable alimentarse de las
poblaciones toxicas que de las poblaciones no toxicas. En cambio algunos estudios han
mostrado que los extractos de ésteres de forbol ocasionan efectos adversos a herbivoros
generalistas (Devappa et al., 2012; Ratnadass y Wink, 2012).

Por otra parte, en las poblaciones no-toxicas localizadas en ambientes humedos se
observd una fuerte incidencia de hongos fitopatdgenos, mientras que en poblaciones
toxicas la presencia de hongos fitopatdégenos era minima o ausente (observacion personal
en campo). Lo anterior nos sugiere que posiblemente los ésteres de forbol pueden ejercer
un papel defensivo en contra de hongos fitopatdogenos. Algunos estudios han mostrado
que extractos de ésteres de forbol tienen efecto en contra de varias especies de hongos
fitopatdogenos (Donlaporn y Suntornsuk, 2009; Cordoba-Albores et al., 2014; Mayo et al.,
2014).

Para comprobar si los ésteres de forbol son mas efectivos contra los fitopatdogenos
y herbivoros generalistas que contra los herbivoros especialistas es necesario realizar
bioensayos con las variantes téxicas y no-toxicas y consumidores (insectos y
fitopatogenos) especialistas y generalistas. Si los ésteres de forbol reducen la enfermedad,

entonces seria posible promover el cultivo de la variante no-tdxica en ambientes poco
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propicios para los fitopatdgenos, ya que también en este estudio se mostr6 que la variante
no-toxica contiene mayor contenido de acidos grasos insaturados (ver anexo dos).
Ademads también resultaria mas rentable cultivar la variante no-tdxica ya que se podria
utilizar los restos de la semilla después de extraer el biodiesel como alimento para los

animales.

Correlacion de la composicion quimica del aceite y la diversidad genética.

Algunos estudios han mostrado que el contenido total de aceite (Kaushik et al., 2007;
Gohil y Pandya, 2008) y el perfil quimico del aceite (Ovando-Medina et al. 2011a) son
caracteristicas altamente heredables. Sorprendentemente, nuestros resultados mostraron
que el contenido total de aceite no estuvo asociado con la diversidad genética, en cambio
estuvo asociado con la altitud y la estacionalidad de la temperatura, caracteristicas que
juntas definen ambientes fisicos locales (capitulo tres). De forma similar, otros estudios
han mostrado que el contenido total de aceite esta asociado con la altitud en J. curcas
(Pant et al., 2006; Ovando-Medina et al., 2011a).

El contenido de aceite en las semillas proporciona la energia necesaria durante la
geminacion de las semillas y el crecimiento de las plantulas antes del inicio de la
fotosintesis (Harwood, 1980; Hayashi et al., 1998; Germain et al., 2001). Las semillas
con mayor contenido energético en el endospermo tienen mayor probabilidad de
germinar y establecerse como una nueva planta comparada con aquellas donde el
contenido energético es menor (Levin, 1974, Salisbury, 1942; Bewley y Black, 1994). Lo

anterior sugiere que el contenido de aceite es una caracteristica que puede estar sujeta a
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seleccion natural y por lo tanto su variacion depende en gran parte de las condiciones
ambientales locales.

Por otra parte, la matriz de distancia del perfil quimico del aceite no estuvo
asociada con la matriz de distancia genética de manera significativa (capitulo tres). La
falta de correlacion entre la distancia genética y las distancias de compuestos quimicos
del aceite también se ha mostrado en otras especies (Tonk et al., 2010; Masi et al., 2006;
Labra et al., 2004). Linder (2000), sugiere que la temperatura de germinaciéon es un
importante agente de seleccion en la proporcion de acidos grasos saturados e insaturados
en el aceite de las semillas. Asi, las semillas que emergen primero tienen mayor
probabilidad de sobrevivencia y establecerse como una plantula comparada con aquellas
semillas que emergen después (Mercer et al., 2011).

Por otro lado, los ésteres de forbol son considerados como una caracteristica
heredada maternalmente, es decir que las madres no toxicas producen semillas no toxicas

y arboles madre toxicos producen semilla toxica independiente del fenotipo del padre
(King et al.,, 2013; Sujatha et al.,, 2008). Esto sugiere que no es posible una

contaminacion entre las variantes toxicas (utilizadas preferencialmente en los cultivos de
J. curcas) y no toxicas (presentes de manera silvestres en México), es decir que las
variantes no-toxicas pudieran llegar a ser toxicas en caso de polinizarse con la variante
toxica. Por otra parte los ésteres de forbol son secuestrados por herbivoros especialistas
como Pachicoris klugii (Wink et al., 2000) y la larva Hyles euphorbiae (Hundsdoerfer et
al., 2005), por lo que la variacion de este compuesto podria depender de la presion de
seleccion impuesta por los herbivoros y por lo tanto podria estar sujeta a seleccion

natural.
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La falta de asociacion entre la diversidad genética y los compuestos quimicos de
la semilla posiblemente se debe a que SSRs es un marcador genético neutro cominmente
usado para estudios de diversidad molecular en regiones no codificantes del genoma
(Collard et al., 2005). En contraste, la variacion genética representada en el contenido y
los perfiles quimicos del aceite, y en los ésteres de forbol, no son neutras y estarian
expuestas a seleccion natural por los agentes propios de cada localidad. Aunque no lo
estudiamos, es muy probable que la variacion genética representada en los compuestos
quimicos estudiados en el capitulo dos tampoco esté correlacionada con la variacion
genética neutra.

Por lo tanto nuestros resultados muestran que la diversidad genética obtenida
mediante SSRs, un marcador genético neutro no es suficiente para identificar a los
individuos con el contenido y composicion de acidos grasos deseados para la produccion
de biodiesel.

En este estudio también se mostré que los factores ambientales locales juegan un
papel importante en la variacion de los compuestos quimicos de las semillas, en la
intensidad de herbivoria y en los compuestos quimicos foliares en J. curcas. En conjunto
estos resultados sugieren que para establecer plantaciones sustentables de J. curcas se
deben seleccionar genotipos con la variacion quimica y genética adecuada y cultivarlos

de acuerdo a cada region.
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ANEXO1

Busqueda de ésteres de forbol en hojas mediante protocolos publicados para la

extraccion de ésteres de forbol en las semillas de Jatropha curcas L.

La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) acoplada con un detector de arreglo de
diodos es un método bien establecido para detectar y cuantificar el contenido de ésteres
de forbol en el aceite y la harina de las semillas de J. curcas. Sin embargo el contenido de
estos compuestos en las hojas se ha deducido pero no cuantificado. Aun no hay
protocolos publicados para la cuantificacion foliar de ésteres de forbol. En este estudio
intentamos cuantificar estos compuestos con protocolos publicados para su cuantificacion
en aceite y harina de las semillas de J. curcas.

Primero, usamos el protocolo publicado por Makkar et al. (1997) con algunas
modificaciones. Se moli6 1 g de hojas (hojas de poblaciones toxicas) con arena inerte
hasta obtener polvo fino y la muestra se coloco en tubos de 15 mL. La extraccion se
realizo con 10 ml de diclometano, la muestra se agit6é en un sonicador (BRANSON 1510)
durante 30 minutos y se centrifugd (Centrifuge 5424) durante 10 minutos a 14,000 rpm.
El proceso de extraccion se repitid tres veces y el sobrenadante fue colectado. La muestra
se evapord a sequedad en un rotavapor no excediendo los 40 © C y se resuspendio con
300 pul de metanol HPLC. La muestra se filtré y 20 pl se inyectaron en el HPLC.

El andlisis se realiz6 de la siguiente manera. Disolventes usados: A) &cido
fosforico (85%, 1.75 mL de é4cido fosforico en 1 L de agua destilada) y B) acetonitrilo.

Gradiente usado: al inicio A al 60% y B al 40%, después A decremento al 50 % y B
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increment6 al 50 % en los proximos 10 minutos, luego A decremento al 25 % y B
incrementd al 75% en los proximos 30 minutos, finalmente B se incrementd al 100 %
durante los préximos 10 minutos. La columna se lavo con B al 100% durante 5 minutos.
Como resultado detect6 un pico achatado con un tiempo de retencion de 25 minutos con
absorbancia de 280 nm (longitud de onda a la que absorben los ésteres de forbol de
acuerdo con Makkar et al. (1997). La forma del pico nos sugeria que otros compuestos
presentes en la muestras tenian gran afinidad con la fase estacionaria (columna) lo que
impedia la obtencion de picos definidos o resueltos como se obtienen cuando se analizan
estos compuestos del aceite de las semillas. Intentamos resolver este problema
extendiendo el tiempo de corrida en la proporcion de disolvente en la que aparecio el pico
(90% disolvente A y 10% disolvente B), con la finalidad de separar los picos, pero esto
no ocurrid. Después consideramos modificar la polaridad de los solventes de analisis de
acuerdo a lo reportado por Ahmed y Salimon (2009) pero tampoco funciono.
Posteriormente realizamos una busqueda de métodos mas eficientes para la extraccion de
¢ésteres de forbol y de acuerdo con Devappa et al. (2010) reportan que el metanol es mas
eficiente para la extraccion de los ésteres de forbol, sin embargo tampoco se obtuvieron
resultados exitosos.

Como ultima opcion consideramos purificar el extracto de ésteres de forbol, para
esto pasamos la muestra por una columna de silica gel y se fraccion6 con diclorometano
y acetonitrilo (7:3) (Pradhan et al., 2012). Las fracciones resultantes fueron analizadas en
el HPLC, en este caso no se detectd ningun pico, lo que especulamos que los ésteres de
forbol se quedaron retenidos en la columna, por lo cual optamos por manipular la

polaridad de los eluyentes pero tampoco se obtuvo éxito.
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Todo lo anterior nos indicaba que la cuantificacion de los ésteres de forbol en hojas era
muy complicado y que no podia ser resuelto con un HPLC acoplado con un detector de
diodos. En un articulo publicado recientemente por Baldini et al. (2014) mencionan que
resulta dificil cuantificar los ésteres de forbol en matrices tan complejas como las hojas
por la presencia de compuestos que interfieren con los ésteres de forbol. Baldini et al.
(2014) lograron superar este problema mediante técnicas mas selectivas tales como el

HPLC acoplado con la deteccion de espectrofotometria de masas (LC-MS/MS).
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ANEXO IT

Variacion en el contenido total de aceite y acidos grasos insaturados en las variantes

no toxicas (NT) y toxicas (T) de J. curcas.

El contenido total de aceite en las semillas de la variante NT vario6 entre 37.35 % y

58.67%, mientras que en la T la variacion fue entre 31.15 % y 68.54 %, la diferencian

entre ambas variantes no fue significativa (F (1,101) =3.30, P = 0.723; Figura 1).
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Figura 1. Anélisis de varianza (ANOVA) del contenido de aceite total de las semillas en

las semillas de variantes no toxicas (NT) y toxicas (T).
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El contenido de &cidos grasos insaturados en la variante NT vario de 73.93% a 80.30%,
mientras que en la T la variacion fue entre 72.27% y 78.65%, la diferencia entre ellas fue

significativa (F (1,100) = 8.32, P = 0.0048; Figura 2).
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Figura 2. Anélisis de varianza (ANOVA) del contenido de 4cidos grasos insaturados en el

aceite de las semillas de variantes no-toxicas y toxicas.
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