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CONTRIBUCION AL CONOCIMIENTO ETNOBOTANICO DE
Jatropha elbae J. Jiménez Ram.
CONTRIBUTION TO ETHNOBOTANICAL KNOWLEDGE OF
Jatropha elbae J. Jiménez Ram.

Michelle Xicotencatl-Lozano?, Dr. Jesus Axayacatl Cuevas Sanchez?

RESUMEN GENERAL

Jatropha tiene alta diversidad genética, sus
semillas son utilizadas como alimento y para
produccion de biodiésel. De J. elbae,
endémica de México, hay pocos estudios. El
objetivo de este trabajo fue contribuir al
estado del arte de esta especie. Para
explorar los usos en dos municipios del
estado de Puebla, se hicieron entrevistas
semiestructuradas a 50 personas mayores
de 30 afios. La discriminacion de la
diversidad poblacional se mensuré por 13
ISSR y paquetes estadisticos Info-Gen ® y
POPGEN 1.32. Para caracterizar la semilla
se correlacionaron las  dimensiones
alométricas y peso. Las propiedades
nutracéuticas y toéxicas de las semillas
fueron determinadas por métodos quimicos
y espectroscépicos. El estudio etnobotéanico
demuestra que el latex de las hojas se utiliza
para combatir aftas bucales, mientras que
sus semillas son comestibles. La descriptiva
de los marcadores y el analisis de la
diversidad de 2 poblaciones generé 162
bandas totales de las cuales 99 % son
polimorficas. El PIC oscil6 entre 0.14 a 0.28.
1 Autora

2 Director

GENERAL ABSTRACT

Jatropha has high genetic diversity; its seeds
are used as food and for biodiesel
production. Jatropha elbae, endemic to
Mexico, has few studies. The objective of this
work was to contribute to the state of the art
of this species. To explore the uses of J.
elbae in two municipalities of the state of
Puebla, semi-structured interviews were
made to 50 people older than 30 years.
Discrimination of population diversity was
measured by 13 ISSR and Info-Gen ® and
POPOGEN 1.32 statistical packages. To
characterize the seed, allometric dimensions
and weight were correlated. The
nutraceutical and toxic properties of the
seeds were determined by chemical and
spectroscopic methods. The ethnobotanical
study shows that leaf latex is used to combat
mouth thrush, while its seeds are edible. The
descriptive markers and analysis of the
diversity of 2 populations generated 162 total
bands of which 99 % are polymorphic. The
PIC ranged from 0.14 to.28. The AMOVA
suggests that one of the populations

disagrees with the other with respect to the
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El AMOVA sugiere que una de las
poblaciones discrepa de la otra respecto a
los perfiles moleculares promedio (15.49 %),
ademas existe variacion dentro de la
poblacion (84.51 %). El indice de Shannon
oscil6 entre 0.3387 a 0.3400. Las
correlaciones alométricas fueron
positivamente significativas entre peso con
el largo y ancho y largo-ancho. De acuerdo
con el estudio del perfil de acidos grasos del
aceite contenido en las semillas, los acidos
grasos insaturados representan un 74%. El
andlisis proximal mostr6 que el contenido de
lipidos fue mayor que carbohidratos vy
proteinas (58.65, 17.13, 16.41%,
respectivamente). El contenido fendlico fue
de 0.21 mgCEg;l y coincide con su baja
capacidad antioxidante. De acuerdo con los
resultados, J. elbae tiene diversidad
poblacional moderada, las semillas son
inocuas por su baja téxicidad y representan
una materia prima para la extraccién de

aceite y consumo.

Palabras clave: Etnoboténica, propiedades
fisicoquimicas, nutracéuticas, diversidad

genética, J. elbae.

the other with respect to the average
molecular profiles (15.49%), and there is
also variation within the population (84.51
%). The Shannon index ranged from 0.3387
to 0.3400. The allometric correlations were
positively significant between weight with
length and width, and length with width.
According to the study of the fatty acid profile
of the oil contained in the seeds, the
unsaturated fatty acids represent 74%.
Proximal analysis showed that the lipid
content was higher than carbohydrates and
proteins (58.65, 17.13, 16.41%,
respectively). The phenolic content was 0.21
mg CE gy? and coincides with its low
antioxidant capacity. According to the
results, J. elbae has moderate population
diversity, the seeds are harmless due to their
low toxicity and represent a raw material for
the extraction of oil and consumption.

Key words: Ethnobotany, physicochemical
properties, nutraceuticals, genetic diversity,
J. elbae.
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|. INTRODUCCION GENERAL

La biodiversidad no se reparte de forma equitativa por el planeta. Un pequefio grupo de
paises, cuya area supone el 10 % de la superficie de la Tierra, alberga el 70 % del total
de especies animales y vegetales. Identificandose s6lo 17 paises megadiversos. El
mayor namero de paises megadiversos lo alberga el continente americano, siete en total,

seguido de Asia, con cinco, Africa, con tres, y Oceania, con los dos restantes.

México ocupa el cuarto lugar entre los paises del continente americano que albergan una
alta biodiversidad. Su posicion geografica permite la mezcla de elementos de
procedencia Neartica y Neotropical, aunados a su fisiografia altamente heterogénea. En
lo referente a la diversidad de plantas vasculares, cuenta entre 26 a 30 mil especies, de
las cuales, alrededor de 23 mil son nativas. A pesar de esta gran riqueza, estas plantas
son poco aprovechadas por falta de estudios ordenados y continuos que brinden los
conocimientos cientificos necesarios para su utilizacion y manejo. Por lo tanto, es

imperativo el estudio de estas plantas antes de que sea imposible hacerlo.

El género Jatropha L. estd integrado en su mayoria por arboles y/o arbustos
pertenecientes a la familia Euphorbiaceae, cuenta con 199 especies, de las cuales 48 se
encuentran distribuidas en México, y 31 de ellas son endémicas, con amplia distribucion
geografica principalmente en los tropicos, ha sido utilizado para control de erosion de
suelos, como cerco, lefia, en la medicina tradicional y principalmente para la extraccion
de aceite susceptible de transformarlo a biodiésel. Por otro lado, en ciertas regiones de
México (v.gr. el Totonacapan) hay una gran diversidad genética, donde existen
evidencias de la domesticacion de accesiones de Jatropha, cuya inocuidad ha permitido
el uso de sus semillas para consumo humano y animal. En dichas regiones seria factible,

la conservacion in situ y aprovechamiento de estos materiales.

Dada la importancia actual que ha adquirido el cultivo de la J. curcas y tomando en cuenta
gue México alberga un gran niamero de especies endémicas como es el caso de Jatropha

elbae J. Jiménez Ram. & R. Torres. en el estado de Puebla, el objetivo general de esta
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tesis fue: contribuir al estado del arte de Jatropha elbae como base para fomentar su

desarrollo antropocéntrico.

i. Objetivos Particulares
a. Registrar el conocimiento etnobotanico en dos localidades del estado de

Puebla.

b. Evaluar las propiedades nutracéuticas y toxicas de las semillas de Jatropha
elbae, mediante métodos quimicos y espectroscopicos para resaltar los
beneficios de su consumo como alimento.

c. Evaluar las propiedades fisicoquimicas del biodiésel obtenido a partir del
aceite de J. elbae, mediante métodos quimicos y espectroscopicos para
determinar si es posible su para este propdsito.

d. Mensurar la diversidad genética en dos poblaciones de la especie de

interés en el estado de Puebla.

ii. Hipotesis de Investigacion
e No habra diferencias estadisticamente significativas en los atributos de J. elbae

de interés antropocéntrico, en comparacion con los de J. curcas.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Meéxico: Pais Megadiverso

México es considerado un pais megadiverso, ya que forma parte del selecto grupo de
naciones poseedoras de la mayor cantidad y diversidad de animales y plantas. Cuenta
con alrededor de 200 mil especies, siendo hogar del 10 al 12 por ciento de la riqueza
biologica global de cada taxon (SRE, 2013). Por lo tanto, ocupa el segundo lugar en
especies de reptiles y esta entre los cinco primeros lugares en anfibios, mamiferos y
plantas con flores, Ademas, es rico en especies endémicas y ecosistemas. Resultado de
la evolucion o diversificacion natural y cultural en el pais (Saruhkan & Dirzo, 2001 en

Espinosa-Organista & Ocegueda-Cruz, 2008).

La fisiografia del territorio mexicano es el resultado de la interaccién de cinco placas
tectonicas —Norteamericana, del Pacifico, Rivera, de Cocos y del Caribe—, cuya accion
conjunta ha originado cordilleras por plegamiento (Sierra Madre Oriental, Sierra Madre
del Sur) o por vulcanismo (Sierra Madre Occidental, Faja Volcanica Transmexicana); las
mesetas (Altiplano central) y depresiones (Balsas y Chiapas) quedaron confinadas entre
las cordilleras principales.

Los climas en México estan determinados por varios factores, entre los que se
encuentran: la elevacion sobre el nivel del mar, la latitud geogréfica, las diversas
condiciones atmosféricas y la distribucion existente de tierra y agua. Por lo anterior, el
pais cuenta con una gran diversidad de climas, los cuales de manera muy general
pueden clasificarse, segun su temperatura, en calido y templado; y de acuerdo con la
humedad existente en el medio, en: hUmedo, subhiumedo y muy seco (CONAGUA, 2010)
(Cuadro 1).
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Cuadro 1 Breve descripcion de los climas en México

Porcentaje del Temperatura L
] o ) Precipitacion
Clima territorio promedio
. (mm)
nacional (°C)
Seco 28.3 18-26 300-600
Muy Seco 20.8 18-22 100-300
Célido-Humedo 4.7 22-26 2000-4000
Calido-
23 22-26 1000-2000
Subhdmedo
Templado-
2.7 18-22 2000-4000
Humedo
Templado-
20.5 10-22 600-1000
Subhdmedo

Breve descripcion de los climas en México

Al conjuntar esas dos caracteristicas y la distribucién de la biota en el pais se observan
dos regiones biogeograficas muy contrastantes: la regién Neartica (templada) y la
Neotropical (tropical). Los limites entre una y otra se localizan aproximadamente a partir
del paralelo 19° N y Sur, que coincide con el Eje Neovolcanico al norte y sur
respectivamente. En la zona templada (Neértica) los ambientes secos son zonas aridas
y los hiumedos bosques y pastizales. En la region tropical (Neotropical) los ambientes
secos estan representados por las selvas secas y los matorrales espinosos, y los
ambientes humedos por las selvas altas y medianas perennifolias (INEGI, 2015) (Figura
1).
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& — 1. Revillagigedo

PROVINCIAS BIOGEOGRAFICAS

NEARTICA NEOTROPICAL

[ 1. California Meotrdpico dride del norte Meotrdpico subhimedo y himedo
[ 9 BajaCalifornia de Mesoamérica

Zona de Transicion Mexicana 3 10, Del Cabo

de Montana Subhdimedo

B 2 Sierra Madre Ocodental Altiplano mexicano Il 15 Costa del Pacifico

B i Siera Madre Criental [ 11, Revillagigedo B 16 Depresion del Balsas
1 12, Altiplana Morte

Sierras meridionales {Chihuahuense) Hiimedo

B 4 Eje Meovalcinico [ 13 Altiplano Sir B 17, Tamaulipeca

Bl 5 Sierra Madre del Sur [ Zacatecano-Potosing) B 15 Colfo de Mexico

B & Soconusco Sieras [ 14, Sonorense I 19 Petén

Bl 7 Los Alios de Chiapas | Transstmioas B 20 Yucatdn

B ¢ Oaaca

Figura 1 Provincias biogeogréficas (CONABIO, 1997).
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En lo referente a la diversidad de plantas vasculares, México posee entre 26 a 30 mil
especies (Jiménez-Sierra et al., 2014), de las cuales alrededor de 23 mil son nativas de
México y casi la mitad son endémica (LlorenteBousquets & Ocegueda, 2009), siendo 546

géneros monocotiledéneas y 2,117 dicotiledoneas (Villasefior, 2004).

La gran biodiversidad de México, proporciona muchas opciones para el desarrollo del
pais. Hasta la fecha, la diversidad de los recursos genéticos, especies, ecosistemas y
servicios ambientales no han sido valorados apropiadamente (Sarukhan, Carabias,
Koleff, & Urquiza-Haas, 2012)

2.2. Etnobotéanica

La necesidad de conocer los usos y clasificar a las plantas de su region, fue una actividad
esencial para la supervivencia de los primeros hominidos. Las sociedades humanas han
dependido de las plantas y de su conocimiento desde sus inicios, ya que les han proveido
de alimento, medicina, refugio, herramientas, utensilios, venenos, bebidas refrescantes
y embriagantes, papel, fibras, combustible y ceremonial (Gerique, 2006), por lo tanto, es
el resultado de las experiencias multigeneracionales de los grupos humanos con su

medio vegetal (Huerta-Casarrubias, 2009).

Aungue su préactica es antigua, el término de Etnobotanica fue utilizado por primera vez
en 1896 por el botanico taxbnomo, John W. Harshberger, definiéndolo como “el estudio
de las plantas utilizadas por los sociedades aborigenes y primitivas. A partir de ahi, y
durante el transcurso de todo el siglo XX, el término Etnoboténica ha tenido diferentes
acepciones, de acuerdo a las diversas actividades, perspectivas y enfoques de los

investigadores (Balick, 1996).

Desde el punto de vista de la Antropologia, la Etnobotanica es “el estudio de las
interacciones directas entre humanos y plantas”, sin definir si esos usos son por grupos
primitivos o por sociedades industriales” (Ford, 1978). Desde la perspectiva en las

actividades agricolas se refiere a la Etnobotanica como el registro, orden, analisis y
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publicacién de la informacién de la cultura agricola del hombre, asi como de su manejo,
conservacion y propagacion de especies Utiles (Garcia-Valenzuela, 2011). Desde el
punto de vista botanico se refiere a la Etnobotanica como el estudio de las plantas en
relacion a la gente, integrando en este estudio tanto a plantas silvestres como

domesticadas (Heiser, 1985).

Estas definiciones pueden verse limitadas cuando se requiere comprender a dichos usos
en el contexto donde se desenvuelven y con las interacciones entre los grupos humanos
y las plantas. La definicion que lograria abarcar los diferentes contextos seria ver a la
Etnoboténica, como una rama de la Etnoecologia que se encarga de estudiar las
relaciones que el ser humano establece con las plantas.(Young, 2007), entendiendo

estas relaciones como saberes tradicionales (Huerta-Casarrubias, 2009).

La Etnoecologia se define como el estudio interdisciplinar de los sistemas de
conocimiento, practicas, y creencias de los diferentes grupos humanos sobre su
ambiente; algunas de esas disciplinas son la Etnobiologia, Etnobotanica y la
Etnozoologia (Reyes-Garcia & Sanz, 2007). Aun que los estudios se orientan
principalmente en las &reas conservadas, también es importante el estudio de la
vegetacion en areas que han sido alteradas por la humanidad desde jardines de traspatio

hasta la vegetacidon secundaria (Gerique, 2006).

El conocimiento local, considerado por muchos rudimentario y superfluo, hizo su entrada
en documentos politicos como Our Common Future (1987) o la Convencion de
Diversidad Bioldgica (1992) y empezd a despertar el interés en cientificos de varias
disciplinas, activistas, politicos y el publico en general. Investigadores notables como
Berkes y Toledo enfatizaron el valor del conocimiento ecolégico local, presentandolo
como resultado y estrategia de la adaptacion humana al medio (Reyes-Garcia & Sanz,
2007).

En este sentido, los principales retos de la aplicacion de la Etnobotanica de acuerdo con

Hamilton et al. (2005) son: a) Conservacion de las especies de plantas (incluyendo
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variedades de semillas) y otras formas de diversidad bioldgica; b) Inventarios botanicos
y la evaluacién de los estatus de conservacion de las especies. ¢) Sostenibilidad en el
suministro de recursos de plantas silvestres, incluyendo productos no maderables. d)
Mayor seguridad alimentaria, nutricibn y asistencia sanitaria. e) Preservacion,
recuperacion y difusién del conocimiento y la sabiduria botanica local. f) Refuerzo de la
identidad étnica y nacional. g) Mayor seguridad en la tenencia de la tierra y la propiedad
de los recursos. h) Asercion de los derechos de los pueblos locales e indigenas. i)
Acuerdos sobre los derechos de las comunidades en areas protegidas. ) Identificacion y
desarrollo de nuevos productos econdmicos a partir de plantas, como artesanias,
alimentos, plantas medicinales, ademas de plantas con valor energético y plantas

horticolas. k) Contribuciones al desarrollo de nuevos farmacos.

Consecuentemente, el estudiar los elementos de las interrelaciones hombre-planta, los
cuales son: a) el medio (las condiciones ecologicas) y b) la cultura, a través de la
dimension tiempo, se puede apreciar, que estos cambian cuanti y cualitativamente: el
medio por modificaciones en los componentes de dicho ambiente y por la accion del
hombre y la cultura por la acumulacién, y a veces por la pérdida, del conocimiento
humano (Hernandez-Xolocotzi, 1983).

Por lo tanto, la etnobotanica es la llave para la conservacion y el desarrollo de la
sustentabilidad. El progreso de capacidades en la Etnobotanica aplicada es
urgentemente necesario en los paises en desarrollo debido a los intimos vinculos entre
la poblacién rural y las plantas locales. Esto no quiere decir que la Etnobotanica aplicada
no sea util en los paises desarrollados, el rol de los etnobotanicos en esos paises sera
tratar de relacionar a las personas con las plantas que desconocen para fomentar la
conservacion, ademas estos etnobotanicos podran colaborar con colegas en paises en

desarrollo (Hamilton et al., 2005).
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2.2.1. Descripcién taxondmica de Jatropha L.

EL género Jatropha L. pertenece a la familia Euphorbiaceae, la cual representa a una de
las quince familias con mayor niumero de especies nativas y endémicas de México con
5 subfamilias (Steinmann, 2002; Villasefior, 2003; 2004). Dichas subfamilias son:
Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae y Euphorbioideae
(Martinez-Gordillo et al., 2002; Steinmann, 2002).

El género Jatropha se localiza en la subfamilia Crotonoideae representada por 12 tribus,
67 géneros y 1436 especies con dos centros de diversificacion importantes: uno en Asia,
con 34.32 % de los géneros y otro en América que tiene el 32.8 % de los mismos
(Martinez-Gordillo et al., 2002).

El género Jatropha pertenece a la tribu Jatropheae y comprende 175 especies (Martinez-
Gordillo et al., 2002), de las cuales 48 tienen distribucion en México siendo 39 de ellas
endémicas, representando el 81 % de endemismo (Cuadro 2) (Steinmann, 2002),

distribuido en selvas bajas y matorrales xerdfilos (Martinez-Gordillo et al., 2002).

De acuerdo con Rodriguez-Acosta et al. (2009), Puebla es el segundo estado después
de Oaxaca, en donde se distribuyen un total de 11 especies del género Jatropha: J.
andrieuxii MuUll. Arg.; J. ciliata Sessé ex Cerv.; J. curcas L.; J. elbae J. Jiménez Ram.; J.
neopauciflora Pax; J. oaxacana J. Jiménez Ram. & R. Torres; J. pseudocurcas Mull. Arg.;
J. riojae Miranda; J. rufescens Brandegee; J. rzedowskii J. Jiménez Ram.; J. websteri J.
Jiménez Ram. La mayoria de las especies se encuentra distribuida al sur de la entidad,
cuyas condiciones semiaridas tienen un tipo de vegetacion de bosque tropical caducifolio

y el matorral xerdfilo (Figura 2).
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Figura 2 Distribucion de las especies de Jatropha en Puebla (Rodriguez-Acosta et
al., 2009)



Cuadro 2 Breve descripcidn de las 48 especies de Jatropha en México

Estat - Redi6 Promedio
status . Ipo egion
. o Tipode  Forma P egic temperatura .
No Especie Distribucion en ! . de altitudinal | Referencia
L vegetacion devida : anua
México clima (msnm) —— ———
(°C)
(Martinez-Gordillo et al,
S - . . Cw, Aw, 2002; Garcia-Mendoza,
1 i‘ andrieuxii Mall. mex: Groy - 0ax E BTC s BS 1300-1650 20-29° Ordofiez, & Briones-Salas,
r9. ’ 2004; Rodriguez-Acosta et
al., 2009)
(Meave, 1998; Martinez-
J. ciliata Sessé ex Méx: DF; EdoMex; . Aw, Am, Gordillo et al., 2002; Garcia-
2 Cerv. Pue; Oax E BTC; BTCL S Cw 200-2000 5-29 Mendoza, Ordéfiez, &
Briones-Salas, 2004;)
3 ‘F]éaer:]bae J.Jimeénez . Gro; Pue. E BTC s A AT 900-1100 20-29°
: A Am (Martinez-Gordillo et al.,
J. neopauciflora - ) ' ' 2002; Garcia-Mendoza,
4 Pax. Méx: Oax; Pue. E MX, BTC S Cw, BS, 1140-1900 5-29 Ordéfiez, & Briones-Salas,
BW 2004; Rodriguez-Acosta et
J. oaxacana J. Aw, Am, al., 2009)
5 Jiménez Ram. & R. Méx: Oax; Pue. E MX, BTC S Cw, BS, 1000-2000 5-29
Torres BW
J. pseudocurcas Méx: Chis., Jal; Aw, Am
6 . : RV ’ E BTC S ’ ! 1895 20-29 )
Miill. Arg. Oax; Tab; Ver; Pue. Cw (Martinez-Gordillo et al.,
J. riojae Miranda Méx: Pue. E SD SD SD SD Zfogéog?dfigueZ-ACOSta et
al.,
J. rufescens Méx: Oax; Pue. E MX s BW, BS SD 12-26
Brandegee
i - . Aw, Am, Martinez-Gordillo et al.
J. rzedowskii J. Méx: Gro., Mich., ( p ’
9 Jiménez Ram. Oax: Pue., Ver. E MX, BTC S Cw, BS, 900-1000 5-29 200@;~ Garc!a-Mendoza,
BW Ordofiez, & Briones-Salas,
J. websteri J. . . Aw, Am, 2004; Rodriguez-Acosta et
10 Jiménez Ram. Méx: Gro; Pue. E BTC S cw 1125-1220 20-29 al., 2009)
(Meave, 1998; Martinez-
J. alamanii Mill. . . Cw Gordillo et al., 2002; Garcia-
11 Arg. Méx: Oax E BTCL; MX S BS, BW 1-550 6-28 Mendoza, Ordéiez, Py
Briones-Salas, 2004;)
Aw Am (Dehgan & Webster, 1979;
PR Méx: Jal., Col., . ! ! Martinez-Gordillo et al.,
12 J. bartlettii Wilbur Nay. E BTC; BTCL MX T Cw; BS, 800-1500 12-29 2002: Cordova Téllez et al.
BW
2015)
Aw, Am, (Martinez-Gordillo et al.,
13  J. bullockii E. J. Lott  Méx: Jal.; Col. E BTC; MX S Cw, BS, 800-1200 5-29 2002; Cordova Téllez et al.,
BW 2015)
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14 - chamelensis Méx: Jal. E BTC T Aw, Am, 0-200 5-29
Pérez-Jim. Cw
J. contrerasii J. Aw. A
15  Jiménez Ram. & Méx: Gro. E BTC T C‘x' M. 1200-1500 5-29
Martinez Gordillo (Dehgan & Webster, 1979;
J. conzattii J. - Aw, Am, Martinez-Gordillo et al.,
16 Y enes Ram. Méx: Oax E BTC T Cw 1000-1500 5-29 2002: Cordova Téllez et al.
P : 2015)
Méx: Chih., Dgo., . Aw; Am,
17 ‘lz/'lf:l?rgata (Ortega) 10" Mich. Sin. E BTC,'\‘A'XBTC' T Cw; BS,  800-1500 12-29
ull. Arg. S.L.P. Zac. BW
. Aw, Am,
1g 3. dehganii J. Meéx: Jal. E BTC s cw, BS, sD 20-29
Jiménez Ram. BW
19  J: fremontioides Méx: Oax E MX s BW, BS 400-600 12-26
Standl.
J. galvanii J. Aw. A
20  Jiménez Ram. & Méx: Gro., Jal. E BTC T CW' m, 400-800 20-29
. W
L.M. Contr. Jim.
J. giffordiana (Martinez-Gordillo et al,,
21  Dehgan&G. L. Méx: B.C. S E MX s BW, BS 0-200 12-26 2002; Cordova Téllez et al.,
2015)
Webster
22 J. hintonii Wilbur Méx: E SD S SD SD SD
J. krusei J. Jiménez PV
23 Ram.yM. Méx: Gro. E BTC s o SD 20-29
, . W
Martinez-Gordillo
Méx: BC; BCS;
J. malacophylla Chih; Dgo; Oax, Aw, Am,
24 Sandl Pue. S Son E BTC S Cw 100-800 20-29
Ver.,
J. macrorhiza : ;
25  Benth. var. Méx: Chih., Son. E MX H BW, BS 12-26 (Z“é'g;)'”ez'eord"'o et al,
macrorhiza
" (Martinez-Gordillo et al,,
26 igoia\r}\'/' '%e:‘ga” Méx: BCS E, PR MX s sD sD SD 2002: Cordova Téllez et al.,
. L. Webster 2015)
27 J. multifida L. A, Méx: Ver. c BTC;BQ: BTP: sD  sD SD SD (Steinmann, 2002)
28 J. octandra Cerv. Méx: SD SD SD SD SD (Steinmann, 2002)
Méx: Gro., Nay.,
29 J. ortegae Standl. Omc. Sim. y E SD T cw 0-200 (Martinez-Gordillo et al.,
2002; Cérdova Téllez et al.,
30 ;ia{)t;gﬁ;alllf il O e dal, wien, E BTC s AWCAM 8601200 20-29 2015;)
Arg.) ’ Nay., Pue., Sin,; Cw

29



31 . pereziaeJ. Méx: Mich. E BTC T AW Am SD 20-29
Jiménez Ram. Cw
Méx: B.C., Sin, (Martinez-Gordillo et al,
32 J. purpurea Rose Son. E MX S BW, BS SD 12-26 2002)
J. standleyi Méx: Col., Gro., Aw, Am,
33 Steyerm. Nay; Oax. E BTC SD cw 0-200 5-29
J. stephanii J. AW, Am
34 Jiménez Ram. & M. Méx: Mich. E BTC T c ' ’ 500-1000 20-29
. . W
Martinez Gordillo
35 J. sympetala S. F. gex: Col., Jal., E BTC T éw, Am, 0-200 20-29
Blake & Standl. ax. w (Martinez-Gordillo et al.,
J. vernicosa Méx: B.C.S., Oax., Aw, Am, 2002; Garcia-Mendoza et
36 Brandegee: Pue. E BTC S cw 200-500 20-29 al., 2004)
J. tehuantepecana
37  J.Jiménez Ram. & Méx: Oax. E BTP T Am 1000-1500 8-20
A. Campos Vilb.
3g - Ualcozotitlanensis . o E BTC s Aw, Am, ) 20-29
J. Jiménez Ram. Cw
J. jaimejimenezii V. . (Garcia-Mendoza et al,
39 W Steinm. Méx SD SD SD SD sSD SD 2004: Steinmann, 2002)
CA 'y SA; Méx: Sin- . Aw, Am, o
40 J. curcas L. Chis. y Ver-Yuc; C BTC; BTCL T-S cw 840-1900 5-29
: . Aw; Am
J. cardiophylla NA; Méx: Mor.; N. BTC; BTCL . !
41 (Torr.) Miill. Arg L.: Son. C MX S CB:\\;VV BS, 125-600 12-29
] hartica Ters o _ ] _ Aw, Am, (Martinez-Gordillo et al.,
42 . cathartica Teran NA, Méx: Mor.; N. c BTC; BTCL; s cw: BS 0-1000 12-29 2002; Garcia-Mendoza et
& Berland. L.; Tamps. MX BW al., 2004)
J. cinerea (Ort.) )
Mill. Arg. (J NA; Méx: B.C.S.; Aw, Am,
43 : : B th Col. Jal; Sin.; S. C MX; BTC S Cw, BS, 0-800 5-29
ca__nescens( enth.) L.P.: Son. BW
Mull. Arg.
a4 J. cuneata Wiggins  NA; Méx: B.C., Sin., c MX s BS, BW 0-400 12-26
& Rollins Son.,
NA; Mex: B. C., (Martinez-Gordillo et al.,
ggg‘ Cg;‘zh., D(;;tlcj” 1001800 2002; Cérdova Téllez et al.,
o A - . - - ) _ 2015;
45 J. dioica Sessé Hgo. Méx. Mich. c MX S BS, BW 2800 12-26 )

N. L., Pue., Qro., S.
L. P., Tamps., Zac.,
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CA; Méx: Cam., Q. Aw, Am,

46 J. gaumeri Greenm. ROO., YUC. C BTP; BTC T cw 100-200 8-29
SA; Méx:, Col., Jal., AW, Cw
47  J. gossypiifolia L. Nay., Oax., Pue., c BTC H BS. BW 100-600 17-29°

Q. Roo Sin., Ver.,

J. macrorhiza
48 Benth. var. NA C SD SD SD SD SD (Steinmann, 2002)
septemfida Egelm

SD=Sin datos;

Distribuciéon mundial:

CA=Centroamérica; NA=Norteamérica; SA=Sudamérica, A=Africa. Méx=México, BC=Baja California; BCS=Baja California Sur, Chis=Chiapas; Chih=Chihuahua; Co=Colima,
Coah=Coahuila, DF=Distrito Federal; Dgo=Durango; EdoMex=México; Gto=Guanajuato; Gro=Guerrero; Hgo=Hidalgo; Jal=Jalisco; Mich=Michoacan; Mor=Morelos; Nay=Nayarit;
Oax=0axaca; Pue=Puebla; Qro=Querétaro; Q. Roo=Quintana Roo; Sin=Sinaloa; Son=Sonora; Tab=Tabasco; Tamps=Tamaulipas; Tlax=Tlaxcala; Ver=Veracruz; Yuc=Yucatan.
Estatus en México:

E=endémica a México; C=cosmopolita; Pr=Peligro de extincion.

Forma de vida:

S=arbusto; T=arbol; H=hierba

Tipo de Vegetacion:

BTP=Bosques tropicales perennifolios; BTC=Bosque tropical subcaducifolio, bosque tropical caducifolio, bosque espinoso; BTCL=Bosque de Quercus, Bosque de Coniferas;
MX=Matorral xeroéfilo

Tipo de Clima:

1) Climas secos: BS seco estepario; BW seco desértico

2) Climas templados-Subhimedo: Cw=templado con lluvias en verano

3) Clima célido-humedo: Aw, Am
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2.2.2. Descripcion biolégica de Jatropha

De acuerdo con Martinez-Gordillo et al. (2002) el género Jatropha consta de arboles, o
arbustos, ocasionalmente hierbas, monoicos o dioicos; glabros o pubescentes con
tricomas simples; exudado claro o coloreado.

Hojas: se encuentran alternas, enteras, dentadas o palmatilobadas, frecuentemente
glandulares; nervadura palmada o rara vez pinnada; peciolo presente, ocasionalmente
glandular; estipulas presentes o ausentes, algunas veces glandulares.

Flor: Las inflorescencias en racimos o paniculas, terminales o axilares, largamente
pedunculadas, bracteadas, las flores estaminadas en los nudos distales y las pistiladas
en los proximales. Flor estaminada corto-pedicelada; caliz 5-lobado, imbricado; pétalos
5, connatos, imbricados o contortos; disco entero 0 segmentado; estambres 8-10,
filamentos libres o connatos un medio o un tercio de su longitud, dehiscencia longitudinal;
pistilodio presente. Flor pistilada generalmente en los nudos proximales de la
inflorescencia, corto pedicelada; caliz 5-lobado; disco presente; ovario (1-2-) 3-locular,
ovulos 1 por loculo; estilos 3, libres o connatos.

Fruto: es una capsula, crustaceo a lefioso; columela persistente. Semillas: ovoides,
subglobosas; caruncula presente, en ocasiones incospicua.

Polinizacion: se lleva a cabo principalmente por insectos (entomofilia).

2.2.3. Etnobotéanica de Jatropha
El nombre Jatropha es derivado de la palabra griega “jatros” cuyo significado es “doctor”

)

y “trophe” “comida” el cual es asociado con usos medicinales. La mayoria de los estudios
etnobotanicos se han enfocado en especies que tienen distribucion fuera de México
(Africa, India, América del Sur, Antillas), reportando varios usos medicinales,
constituyentes quimicos y actividades biolégicas como J. curcas L., J. elliptica (Pohl)
Oken, J. gossypiifolia L., J. mollissima (Pohl) Baill. (Félix-silva, Giordani, Silva-Jr.,
Zucolotto, & Fernandes-Pedrosa, 2014), J. chevalieri Beille, J. gaumeri Greenm., J.
glandulifera Roxb., J. grossidentata Pax et. Hoffm., J. integerrima Jacq., J. macrantha

Mull. Arg., J. mahafalensis Jum and H. Perrier, J. multifida Linn., J. nana Dalz, J.
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podagrica Hook, J. pohliana Muell. Arg., J. tanjorensis Ellis and Saroja, J. unicostata and
J. weddelliana Baillon (Sabandar, Ahmat, Jaafar, & Sahidin, 2013).

Las especies de Jatropha son famosas por el efecto purgante del aceite obtenido de sus
semillas, s6lo se ha reportado en J. integérrima que sus hojas ademas de tener efecto
purgante va acompafiado de vomito, causando deshidrataciéon (Mongkolvisut et al.,
2006). El latex, la corteza del tallo, las hojas y las raices de J. curcas, J. gossypiifolia, J.
multifida son empleadas para contrarrestar enfermedades relacionadas: con la piel
(picazon, cicatrizacion de heridas) (Sabandar et al., 2013). Mientras que J. gaumeri se
utiliza para ayuda a pacientes con Ulcera o aftas en la cavidad oral (Ledn-Pérez, 2013).
J. dioica evita la caida del cabello (Wong-Paz et al., 2010). J. multifida, J. curcas, J.
gossypiifolia se han utilizado para curar enfermedades venéreas y urinarias (Sabandar
et al., 2013). Otros usos reportados son para el tratamiento de la artritis (reumatismo), la
disenteria, problemas inflamatorios, antidiabetes y malaria (Wong-Paz et al., 2010; Misra
& Misra, 2010; Nwauzoma & Dappa, 2013).

Los reportes etnoboténicos para las especies con distribucién en México se describen

en el Cuadro 3, como se observa, en forma general se utilizan como antimicrobianas.
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Cuadro 3 Uso Medicinal de Jatropha con distribucién en México

Especie Medicinal Autor Eglritzeada Autor Preparacion  Autor Otros usos Autor
(Asase, Oteng- (
iz Dehgan &
Malaria / hojas / Yeboah, re'fo'restgf: ion / Webster, 1979;
J. curcas L. Antimicrobi 4t Odamtten, & hibridacién Cérdova Téllez et
ntimicrobiano atex Simmonds, con 20 spp. _
al., 2015;)
2005)
(Edwin,
Siddaheswar
J. elbae J. . Balakrishnan,
Jiménez Ram. Diabetes corteza Py Dharam
Chandra,
2008)
Antimicrobiano (Fresnedo-
J. neopaucifiora Tratamiento . Ramirez &
Pax contra erupciones Orozco-
' y dafios en la piel Ramirez,
o dolor de dientes 2013)
J. cinerea (Ort.) Cicatrizante de tallo
Mull.  Arg. (J. heridas en la piely L
canescens aftas. Elimina las g}]zas’ infusion g%gg/l)TM,
(Benth.) Mull.  enfermedades del Iéte;<
Arg. cuero cabelludo.
Hemorroides,
ulcerg_ péptica, (Edwin et al.,
gastriis, ~ asma, 2008; Wong- 4f, (Hernandez-
caida del cabello, Pazetal., 2010; ! Sandoval,
J. dioica Sessé manchas en la Martinez et al, lcg{rteza, gf\mznogl-g)az et gatNapIasmas, é\{v(’;)lngz-gfg) curtir la piel Gonzélez Romo,
piel, acné, 2014) atex, " anos, " & Gonzalez
Sangrado de tallos Medrano, 1991)

encias y dolor de
dientes. Diabetes
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Antinflamatorio;
Fuegos en la

J. gaumeri boca, latex (Sabandar et
Greenm. al., 2013)
enfermedades
gastrointestinales
Veterinario.
Tratamiento
contra la malaria. _ (Asase et al., ornamental.
Antinflamatorio, hojas, 2005: esticida cérd Tél
. analgésico, latex, Sabandar et infusion, (Félix-siva ~ Poonclda, (Cordova _ Téllez
J. gossypiifolia L. : s ) Al . insecticida, et al., 2015; Félix-
antihemorragico. semillas, al., 2013; Félix- maceracion etal, 2014) Silva et al., 2014)
Dolor de dientes, raiz silva et al, reliniosos ’
purgativo, lepra, 2014;) 9
tratamientos
diarrea, disenteria
J. podagrica Antibidtico, (Sabandar K, ornamental (Cérdova Téllez
Hook. Malaria 2013) insecticida et al., 2015)
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2.3. Propagacion asexual

En la naturaleza, existen dos métodos de propagacion: asexual (multiplicando vegetativa
de sus partes) y sexual (a través de la generacion de semillas). La propagacion sexual
proporciona la variedad genética que las plantas necesitan a fin de poder adaptarse al
siempre cambiante medio ambiente, pero esto llega con alto costo. Los padres invierten
la mayoria de su energia en la produccion de semillas necesarias para ser dispersadas
(Kent, 2000).

La produccion asexual es mucho menos costosa para la planta, produciendo individuos
idénticos a los padres lo cual incrementa su adaptacién al ambiente especifico. La
propagacion vegetativa es la forma de reproduccion de las plantas mas comun. En
general se refiere a la fragmentacioén, la separacion de la planta madre en varias partes,
regenerandose estas partes como nuevos individuos (Kent, 2000), esto es gracias a la
totipotencialidad de la célula (Sadhu, 1989).

De acuerdo con Sadhu, (1989) las ventajas mas importantes de la propagacion
vegetativa a nivel comercial son:

1. La produccién de semillas no viables por la planta. Como algunas variedades de
platano, higo, naranja, uva y la gardenia; perpetuando su permanencia. La polinizacién
cruzada gque se da de manera natural en las plantas produce heterogeneidad perdiendo
las caracteristicas Unicas (tamafio, forma color, calidad, composiciéon quimica, entre
otras). Como en el mango, lichi, manzana, pera, etc.

2. Costos de propagacion, la propagacion vegetativa significa la manera mas facil, rapida
y economica de obtener individuos nuevos en comparacion con la propagaciéon sexual,
debido a que muchas especies tienen un crecimiento lento tomando algin tiempo en

tener el tamafio adecuado.

Existen dos principales desventajas: 1. La rapida dispersion de enfermedades -bacterias
y virus-, ya que cuando una planta se infecta con un virus a menudo a través de los
insectos chupadores como los &fidos o mediante el uso de herramientas, puede

transmitirse rapidamente dentro del sistema de la planta. De tal manera que si se obtiene
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un esqueje (estaca, yema, etc.) éste también llevara consigo la enfermedad. 2. La
estrechez genética de las poblaciones propagadas vegetativamente suele convertirse en
un problema, pues este tipo de reproduccidén no permite la recombinacion genética que
favorece la evolucion y adaptacion de las especies. En caso de implementarse
masivamente este método, debe ser una norma, la busqueda constante de clones élite
con caracteristicas deseables pero provenientes de diferentes ambientes, que permitan
llevar a su vez la variabilidad genética de sus sitios de origen (Rojas Gonzalez, Garcia

Lozano, & Alarcon Rojas, 2004).

La propagacion asexual se clasifica de acuerdo con la parte de la planta que es tomada
como esqueje -tallo, hoja, boton de hoja o raiz-, o por el tipo de madera -herbacea,
madera suave, semidura o dura-. Para considerar una planta nueva en desarrollo, los
esquejes deben de tener un sistema de desarrollo de raices. De acuerdo a lo maderable
del tallo de la planta se deben considerar algunas caracteristicas para el éxito del esqueje

en la propagacion de la planta, las cuales se describen en el Cuadro 4 (Newman, 2014).

Cuadro 4 Caracteristicas y respuesta del enraizamiento de varios tipos de esquejes
Tipo de madera

Herbéacea

Suave

Semidura

Dura

Descripcion del

esqueje

Tallo suculento de

plantas no lefiosas

Madera nueva vy
tierna en especies

lefiosas

Madera
parcialmente
madura durante la
temporada de

crecimiento

Tallos deshojados
latentes u hojas de
plantas perennes

De primavera a

De verano a

De finales de otofio

Tiempo del afio Todo el afio o . a principios de
inicios de verano principios de otofio )
primavera
Longitud del
) <15cm 5-15cm 5-15cm 5-75cm

esqueje
] Begonia, Coleus, Pyracantha, Citrus,  Camelia, ) i
Ejemplo Uva, higo, dlamo

Chrysanthemum, Myrtho Rhododendron

Formacion facil y i . i

o . Presentan raices a Presencia de Las raices se
Respuesta del rapida de raices.

enraizamiento

Mas susceptible de

enfermedades

partir de la 2 0 6

semana.

raices a partir de la
2 ala 12 semana

forman después de
callos
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2.3.1. Propagacion vegetativa de Jatropha

En la literatura existe mucha informacion acerca de la propagacion vegetativa de J.
curcas, especie cosmopolita, debido al uso que se le da al aceite de la semilla para la
obtencion de biodiésel. Los esquejes de J. curcas se pueden extraer de ramas lefiosas,
con uno o dos afos, siendo ramas proximas a la base del tronco, de grosor medio,
cascara lisa, color ceniza brillante, entrenudos cortos y yemas salientes las mas
preferidas, no sirviendo las ramas con extremidades secas, cascara rugosa y de color

castafo (Enciso Garay & Castillo Echeverria, 2010).

Algunas investigaciones relacionadas con el enraizamiento de esquejes de Jatropha
fueron publicados por Rojas Gonzéalez et al., (2004); Ali et al., (2007); Feike, Weis,
Claupein, & Mueller, (2007); Kochhar, Shrivastava & Banerjee, (2008); Singh, & Kochhar,
(2008); Camellia Noor, Kathiravan, Ponnuswamy, & Vanitha, (2009); Thohirah, Abdullah,
& Khidir Mohd, (2009); Enciso Garay & Castillo Echeverria, (2010); Severino et al.,
(2011); Aung, (2012); Nguema Ndoutoumou, Bouanga, Massounga, & Boussiengui
Boussiengu, (2013); Sahoo, Behera, & Nayak, (2014) dichos autores mencionan que las
mejores caracteristicas para el establecimiento de los esquejes son las siguientes: largo
entre los 15 a 40 cm; de la parte de la rama que esta entre la media y basal; diametro
entre 1-3 cm. Es importante resaltar que, en todos los experimentos de propagacion por

esquejes, se utilizo el &cido indol-3-Butirico (IBA) para mejorar la produccion de raices.

Hay varios factores que pueden influir en la formacion de raices adventicias en esquejes,
tales como la fuerza del genotipo de la planta madre, la posicién de los polos en las
ramas utilizadas, la longitud de corte, la presencia de hojas y brotes, el grado de
lignificacion de corte, época del afio en el que se recogio el material, la composicién en
el sustrato, el uso de reguladores de crecimiento, edad de la rama, entre otros (De Lima
et al., 2010).
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2.4. Importancia de las semillas

Una semilla generalmente es un ovulo maduro y fecundado, que se forma después de
un proceso de desarrollo y maduracion. La semilla representa la etapa inicial del ciclo de
vida de las angiospermas. Tiene caracteristicas estructurales, anatomicas y metabolicas
gue le permiten enfrentar al medio ambiente, constituyendo un puente generacional,
permitiendo la multiplicacion, dispersion y persistencia en el tiempo y en el espacio de
las especies, permitiendo la renovacion de los individuos dentro de los ecosistemas

(Orozco-Segovia & Sanchez-Coronado, 2013).

La semilla al llegar a la madurez se distingue en ella las partes siguientes: 1) cubierta
seminal, la cual se forma a partir de uno o de los tegumentos que rodean al évulo; 2)
perispermo, tejido diploide procedente de la nucela que se presenta en diversas
cantidades; 3) endospermo, tejido generalmente triploide que resulta de la fusién de uno
de los nucleos esperméticos con los ndcleos polares, mismo que se presenta en diversas
cantidades y 4) embridn, que se origina de la fertilizacién de la oosfera por uno de los
nucleos espermaticos y que se desarrollara en una planta después de la germinacion de
la semilla, ademéas de los cotiledones, que son hojas embrionarias, con o sin capacidad
fotosintética (Niembro Rocas, 1988).

Desde un punto de vista antropocéntrico, las semillas constituyen la materia prima para
la preparacion de alimentos para el consumo humano y para la domesticacion de los
animales. No obstante, en la industria se utilizan para la producciébn de aceites
comestibles provenientes de girasol (Helianthus annuus L.), coco (Cocos nucifera L.),
cartamo (Carthamus tinctorius L.) y no comestibles, para la manufactura de pinturas,
barnices, piel sintética, hule, lin6leo extraido de las semillas de linaza (Linum
usitatissimum L.). En perfumeria, de las semillas de jojoba (Simmondsia chinensis (Link)
C.K. Schneid.) (Gonzalez, Cedillo, & Diaz, 2007) y J. curcas. se puede obtener glicerina
atil para la fabricacién de jabones, shampoo y cosméticos (Kumar & Sharma, 2008).

También tienen usos medicinales y de joyeria.
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2.4.1. Propiedades fisicas de las semillas

Una semilla posee un embridn, un tejido de reserva y una cubierta seminal protectora. El
color, forma, tamafio y peso son caracteristicas sumamente variables entre las semillas
y en muchos casos son importantes para la identificacion de la especie (Marquez-
Guzman, 2013).

Las propiedades fisicas podemos agruparlas en aquéllas que caracterizan el tamafio y
la forma (dimensiones caracteristicas, diametro geométrico, area superficial especifica),
entre otras propiedades, las cuales son Utiles para el disefio de equipos de clasificacion
y control de calidad, el &rea superficial es importante para el disefio de equipos de
transporte y deshidratacion (Sirisomboon, Kitchaiya, Pholpho, & Mahuttanyavanitch,
2007)

2.4.2. Aceites vegetales

Los aceites vegetales son lipidos constituidos principalmente por triglicéridos, en los que
predominan &cidos grasos insaturados esterificados a la glicerina (Zielinska & Nowalk,
2014). En un aceite, los triglicéridos constituyen entre 93-98 % y el resto corresponde a
diglicéridos, monoglicéridos fosfoglicéridos y &cidos grasos libres. Las diferencias
guimicas y fisicas de los triglicéridos dependen del tipo de acidos grasos que esterifican
al glicerol. Cuando predominan los acidos grasos saturados, estos lipidos se conocen
como grasas, mientras que los acidos grasos insaturados dan origen a los aceites (Kevin
& David, 2003).

Entre los acidos grasos saturados que esterifican al glicerol se encuentran los acidos
insaturados laurico (C-12:0), miristico (C14:0), palmitico (C-16:0), estearico (C-18:0),
araquidico (C-20:0), behénico (C22:0) y lignocérico (C-24:0). Los acidos grasos
monoinsaturados mas importantes son: oleico (C-18:1) y erucico (C-22:1) y los acidos
grasos polinsaturados son: linoleico (C-18:2), linolénico (C-18:3), eicosapentaenoico
(EPA) (C-20:5) y docosahexaenoico (DHA) (C-22:6) (Kelly & Kuang, 2007).
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La composicién de acidos grasos difiere de una muestra a otra y por lo tanto de una
especie a otra, dependiendo de la zona de produccion del aceite; entre los factores
principales que afectan a la composicion de acidos grasos se encuentran los siguientes:
latitud, condiciones climaticas, tipo de suelo, temporada de crecimiento, grado fisiologico,
sanidad vegetal, condiciones microbioldgicas, la localizacion de semillas dentro de los
frutos, y la variacién genética de la planta ( Lucie & Pokorny, 2002; FAO & OMS, 2013).

Las principales fuentes de aceites y grasas son las semillas oleaginosas y los tejidos
animales, terrestres y marinos. Las frutas y las hortalizas contienen muy bajas
concentraciones de lipidos, con algunas excepciones como el aguacate, las aceitunas y
algunos tipos de nueces (Badui Dergal, 2006). Entre las oleaginosas, la soya es la que
suministra la mayor cantidad de aceite, seguida de la palma, la canola, la Jatropha, el
ajonjoli, el algodon, el cacahuate, el cacao, el cartamo, el coco, el girasol, el maiz y el
palmiste (Legaz, 2010).

Clasificacion de los aceites vegetales

De acuerdo al Departamento de Agricultura de Estados Unidos, los aceites vegetales
pueden clasificarse en tres categorias, de acuerdo a su produccién uso y volumen:
aceites mayores, aceites menores y aceites no comestibles. Los aceites mayores son
destinados para consumo humano o animal y juegan un papel importante en la economia
en las regiones donde se producen, entre éstos se incluyen los aceites de Glycine max
(L.) Merr. (soya), Palmae Juss. (palmas), Helianthus annuus L. (girasol), Brassica napus
L. (canola o colza), Gossypium L. (algoddn), Cocos L. (coco), Olea L. (olivo), Sesamum
indicum L. (ajonjoli), Arachis hypogaea L. (cacahuate), Linum usitatissimum L. (lino),
Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb (almendra). Los aceites menores son para uso industrial,
entre los que destacan la semilla Hyoscyamus niger L. (niger), Papaver rhoeas L.
(amapola), Theobroma cacao L. (semilla de cacao), Vitellaria paradoxa C.F. Gaertn.
(karité), Triadica sebifera (L.) Small (sebo vegetal chino), Swietenia macrophylla King
(mahogany de Etiopia), Mangifera indica L. (semilla de mango), Vitis L. (semilla de uva),
Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai (semilla de sandia), Persea americana Mill.

(aguacate) y Prunus armeniaca L. (semilla de albaricoque) (Honary, 2010).
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La tercera categoria comprende a los aceites no comestibles, extraidos exclusivamente
para uso industrial para la manufactura de diversos productos como jabones, cosméticos,
pinturas, barnices, resinas, plasticos y agroquimicos. Asimismo, son utilizados como
lubricantes industriales. Las principales fuentes de extraccion de estos aceites son
Jatropha curcas (pifioncillo), Calophyllum inophyllum L., Sterculia feotida L., Madhuca
indica J. F. Gmel. (mahua), Pongamia glabra Vent. (koroch), Pongamia pinnata (L.) Merr.
(karanja), Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss) Miill. Arg. (Rubber), Azadirachta indica
A. Juss. (neem), Camelina sativa (L.) Crantz, Lesquerella fendleri (A. Gray) S. Watson,
Nicotiana tabacum L. (tabaco), Ricinus communis L. (castor), Simmondsia chinensis
(Link) c. K. Schneid (Jojoba), entre otros (Mayorga & Mejia, 2005).

2.4.3. Métodos de extraccion del aceite

De manera general los aceites se obtienen por prensado y uso de disolventes. La
extraccion por prensado, es preferida para plantas de procesamiento pequefias, debido
a la baja inversion requerida. También es comun combinar los dos procesos de
extraccion para obtener mayores rendimientos. Mediante la extraccibn mecéanica es
posible recuperar alrededor de 90-95 % del aceite presente en semillas, mientras que en
la extraccion con disolventes se alcanza hasta un 99 % de recuperacion (Erick Van der
Putten, Ywe, & Jongh, 2009).

En la extraccion por disolventes se utiliza cominmente hexano y el material a extraer
debe estar laminado o molido, para permitir mayor area de contacto. La tecnologia basica
de extraccion consta de cuatro etapas principales: extraccion, remocion del disolvente
del aceite, destilacion y recuperacion del disolvente. Los disolventes recuperados por
destilacion pueden ser reutilizados (Ofori-Boateng, Keat Teong, & Jitkang, 2012). La
eficiencia de la extraccion depende del equilibrio entre el disolvente y la micela (mezcla
de aceite y disolvente) fuera del material oleaginoso. Entre los parametros que afectan
el desempefio de los extractores por disolventes, se encuentran el tiempo de contacto,
tamano de particula, temperatura del extractor y numero de etapas (Brossard-Gonzalez,
Ferrari, Pighinelli, & Park, 2010).
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2.4.4. Propiedades quimicas del aceite

Los indices quimicos estan relacionados con las propiedades fisicas-quimicas
especificas de los lipidos. Son ampliamente utilizados en la industria de la grasa y el
aceite, porque son Uutiles para describir las caracteristicas de las mezclas de lipidos
utilizadas. La estructura de los aceites y grasas naturales se ve afectada por la especie
de planta utilizada y las condiciones de crecimiento, asi como la manipulacion y

procesamiento (Sanderson & Nichols, 2002).

a. Indice de yodo

La insaturacion de una grasa se expresa cuantitativamente como indice de yodo y
depende del numero medio de uniones dobles por molécula y el peso molecular de la
grasa. Es una medida directa de la cantidad de dobles enlaces y se expresa en
miligramos de yodo absorbido por gramo de muestra. La determinacion puede ser
llevada a cabo con el reactivo de Wijs, el cual es afiadido en exceso a la muestra,
permitiendo reaccionar durante 30 min a 25 °C, el reactivo en exceso es tratado con
yoduro de potasio para convertirlo a su yodo equivalente y es titulado con tiosulfato de

sodio e indicador de almidon hasta que el color azul desaparece (O’Keefe & Pike, 2010).

b. indice de Saponificacion

Se define como el nimero de miligramos de KOH que se requiere para saponificar 1 g
de una grasa o aceite. Molecularmente, un mol de grasa o aceite requiere tres moles de
KOH para su saponificacion completa porque hay tres enlaces éster en una molécula,
asi pues, las grasas y aceites de peso molecular alto tienen indices de saponificacion
mas bajos que los de peso molecular bajo; por lo tanto, el indice de saponificacion tiene
una correlacion inversa con el peso molecular (O’Keefe & Pike, 2010). Este indice indica
la longitud de la cadena o el tamafio molecular de un &acido graso y cuantifica la sustancia

alcalina necesaria para saponificar el aceite, es decir, para convertirlo en jabon.

c. Acidos grasos libres e indice de acidez
Los aceites se descomponen desde el momento en que son aislados de su ambiente

natural, la presencia de acidos grasos libres es un indicador de la actividad de la lipasa

43



u otra accion hidrolitica. La rancidez hidrolitica ocurre como resultado de la separacion
de una molécula de triglicérido en el enlace éster con la formacion de acidos grasos libres
(AGL), los cuales confieren a los aceites olores, sabores y caracteristicas indeseables

(Jiménez, Aguilar, Zambrano, & Kolar, 2001).

Los sabores resultantes del desarrollo de los AGL dependen de la composicion del
aceite, la liberacion de acidos grasos de cadena corta, como butirico, caproico y caprico,
causan particularmente olores y sabores desagradables, mientras que los acidos grasos
de cadena larga, palmitoleico, oleico, linoleico, entre otros; producen sabores a cera o
jabonosos (S. Nielsen, 2010). Por lo tanto, muchos de los aceite de cadena larga pueden
ser utilizados en la industria como lubricantes, bioenergético y como alimento animal

como el aceite de canola, o palma, soja (F. Gunstone, 2004).

El valor &cido es la cantidad de hidréxido de potasio requerida para neutralizacién y los
AGL utilizan hidréxido de sodio para neutralizacion, pueden ser expresados en términos
de valor &cido multiplicando el porcentaje de AGL por 1.99. Los AGL son calculados con
base en el &cido oleico para la mayoria de los aceites y para el aceite de coco y grano
de palma es calculado con base en el &cido laurico o palmitico, respectivamente (S.
Nielsen, 2010).

d. indice de perdxidos

Los lipidos se arrancian como consecuencia de la oxidacion. Los hidroperéxidos son los
productos primarios entre el oxigeno y los acidos grasos insaturados. Los hidroperoxidos
no tienen olor ni sabor, pero colapsan rapidamente para formar aldehidos, los cuales
tienen olor y sabor desagradables. Por lo tanto, la concentraciébn de peroxidos,
generalmente es expresada como indice de peréxidos, siendo esta una medida de la

oxidacion y la rancidez en sus primeras etapas (Gray, 1978; Dridi et al., 2016;).

Este indice mide la concentracion de sustancias, en términos de miliequivalentes de
oxigeno activo por cada gramo de muestra, que oxidan el yoduro de potasio a yodo. La

susceptibilidad de los acidos grasos a la oxidacion esta directamente dependiente del
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grado de insaturacion. Los acidos grasos, como el acido docohexanoico es uno de los
més oxidables y el acido palmitico uno de los menos oxidables (Richard, Kefi, Barbe,
Bausero, & Visioli, 2008).

La rancidez es acelerada por exposicion al calor, luz, la humedad y por la presencia de
trazas de metales de transicion como cobre, niquel, fierro, asi como colorantes y
pigmentos naturales residuales. La oxidacion de las grasas o aceites es lenta y se conoce
como periodo de induccion; al final de este periodo, se alcanza una cantidad de peréxido
gue provoca un aumento de la velocidad oxidativa, y el aceite empieza a tener un olor y
sabor rancio. El indice de peroxidos es uno de las pruebas quimicas mas ampliamente
usadas para la determinacion de la calidad de aceites o de su grado de rancidez, asi
también ha mostrado buena correlacién con resultados organolépticos de sabor (Jiménez
et al., 2001).

2.4.5. Perfil de acidos grasos

El analisis de composicidon de acidos grasos mediante cromatografia de gases/masas es
una de las primeras técnicas analiticas indispensables, rapida y precisa para determinar
los acidos grasos en las semillas oleaginosas. Esta informacion beneficia el desarrollo
de productos, control de procesos y la comercializacién de nuevos productos, porque los
resultados del analisis proveen informacion sobre los tipos de &cidos grasos individuales,
la cantidad y niveles de saturacion-insaturacion, asi como la identificacion de isomeros
geomeétricos en los acidos grasos insaturados. También provee datos para determinar
las proporciones de fuentes de aceites y proceso de un producto mezclado, esta
informacion aplica por igual para aceites refinados y sin refinar (Seppéanen-Laakso,
Laakso, & Hiltunen, 2002).

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir
la separacion de mezclas muy complejas. Estas son separadas, detectadas, e incluso
cuantificadas todos los componentes individuales de una muestra problema, disponiendo
para la identificacion de cada uno de ellos el tiempo de retencion de los correspondientes

picos cromatograficos. Por otro lado, la espectrometria de masas puede identificar de
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manera casi inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de
identificar los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus
componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion

de los espectros particulares de cada componente (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”) y MS (“Mass
Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la separacion e
identificacion de mezclas complejas. En resumen, una mezcla de compuestos inyectada
en el cromatégrafo de gases se separa en la columna cromatografica obteniendo la
elucién sucesiva de los componentes individuales aislados que pasan inmediatamente
al espectrémetro de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de
pico cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas (Gutiérrez
& Droguet, 2002; Dodds, M.R., Rea, & Kennish, 2005).

El procedimiento de cromatografia de gases involucra el proceso de transesterificacion,
gue consiste en la obtencién de ésteres metilicos a partir de los triglicéridos. Los ésteres
metilicos de &cidos grasos (FAME: Fatty Acid Methyl Esters) se inyectan en la fase mdvil,
la cual es un gas inerte (generalmente He). En esta fase, los distintos componentes de
la muestra pasan a través de la fase estacionaria que se encuentra fijada en una
columna. La columna se encuentra dentro de un horno con programacion de
temperatura. La velocidad de migracién de cada componente (y en consecuencia su
tiempo de retencion en la columna) sera funcion de su distribucion entre la fase movil y

la fase estacionaria (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Los componentes aislados pasaran dentro del espectrémetro de masas, el cual procede
a la ionizacién de la muestra mediante diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas
frecuente es el de impacto electrénico que bombardea las moléculas con electrones de
una cierta energia, capaces de provocar la emision estimulada de un electron de las
moléculas y asi ionizarlas. La deteccion consecutiva de los iones formados a partir de
las moléculas de la muestra, produce el espectro de masas de la sustancia. El espectro

de masas puede almacenarse en la memoria del ordenador para compararse con los
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espectros de una coleccion de espectros (o libreria) y proceder a su identificacion
(Gutiérrez & Droguet, 2002). Los ésteres de acidos grasos salen en el orden de
saturacion. La separacion de los acidos grasos esta basada en la longitud de la cadena,
grado de saturacion, asi como la geometria y posicion de los dobles enlaces (Dodds et
al., 2005).

Proceso de transesterificacion

La transesterificacion consiste en la reaccidon entre un triglicérido (compuesto por una
molécula de glicerol esterificada por tres moléculas de acidos grasos), contenido en el
aceite vegetal o grasa animal y un alcohol ligero (metanol o etanol), obteniéndose como
productos glicerina y ésteres derivados de los tres acidos grasos de partida, es decir,
biodiésel (FAME). En general se suele usar metanol como alcohol de sustitucion, en cuyo
caso el biodiésel estara compuesto por ésteres metilicos (Ganduglia, 2009) (Figura 3).

CH. —OCOR! CH,OH RICOOCH,
. Catalyst L '
CH—OCOR? + 3ICH,OH —/]/m™ CHoHn + R2COOCH,
| |

CH. —OCOR? CH,OH R}COOCH,
Triglyceride Methanol Glycerol Methyl esters

Figura 3 Ecuacion general de la transesterificacion de triglicéridos

Comunmente los aceites vegetales y grasas animales son ésteres de &acidos
monocarboxilicos saturados e insaturados con el glicerol, estos ésteres son llamados
triglicéridos (Leung, Wu, & Leung, 2010). Mediante la transesterificacion, las largas y
ramificadas cadenas de moléculas de triglicéridos se transforman en monoésteres de
acidos grasos y glicerina. El proceso de transesterificacion consiste de una secuencia de
tres reacciones reversibles consecutivas, las cuales son: la conversion de triglicéridos a
diglicéridos, de diglicéridos a monoglicéridos y de monoglicéridos a glicerol y esteres
metilicos (Meher, Vidya Sagar, & Naik, 2006) (Figura 4).
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Figura 4 Reaccion de transesterificacion de los
triglicéridos

El rendimiento de la esterificacion es independiente del tipo del alcohol utilizado. Por lo
tanto, la eventual seleccion de uno de estos alcoholes: metanol, etanol, propanol y
butanol, se basara en las consideraciones de precio y rendimiento. EI metanol se utiliza
comercialmente por su bajo precio. Los hidroxidos alcalinos son los méas eficaces
catalizadores en la transesterificacion, en comparacion con los catalizadores &cidos. El
hidroxido de potasio y de sodio son los catalizadores alcalinos cominmente utilizados.
La transesterificacion alcalina de aceites vegetales es posible solo si el indice de acidez
del aceite es inferior a 4. Porcentajes mas altos de &cidos grasos libres en el aceite
reducen el rendimiento del proceso de transesterificacion (Ramadhas, Jayaraj, &
Muraleedharan, 2005).

2.4.6. Propiedades mecanicas y valor calorifico de los aceites vegetales

Entre las propiedades fisicas mas importantes para la seleccion de los biocombustibles
o biolubricantes se encuentran: la viscosidad, densidad y el calor de combustion
(Rodriguez-Martinez, Lafargue-Pérez, Sotolongo-Pérez, Rodriguez-Poveda, & Assucao-
Nascimento, 2012).
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a. Viscosidad

Considerando los sistemas hidraulicos y mecanicos de un motor diésel, la viscosidad es
la principal diferencia entre las propiedades del aceite vegetal puro y el diésel. La
viscosidad del aceite vegetal puro es muchas veces mayor que la del diésel a
temperatura ambiente. Esto hace que sea mas dificil que el aceite vegetal puro fluya
desde el tanque de combustible hacia el motor para su entrada en los inyectores. La
elevada viscosidad, junto con un punto de ignicibn mucho mayor, hacen que sea mas
dificil arrancar el motor con aceite vegetal puro frio y se logra una combustion eficiente

satisfactoria hasta que el motor esta caliente (Erick Van der Putten et al., 2009).

La viscosidad del aceite se define normalmente de dos formas, ya sea basado en la
viscosidad absoluta o la viscosidad cinemética. La viscosidad absoluta es la resistencia
al flujo y a la deformacion debido a la friccion interna. Por el contrario, la viscosidad
cinemética es la resistencia al flujo y al cizallamiento debido a la gravedad, es decir, que
tiene que ver con densidad del fluido. Por lo tanto, la viscosidad cinematica del aceite se
puede obtener dividiendo la viscosidad absoluta y su densidad correspondiente
(Diamante & Lan, 2014).

Se ha establecido que el tipo de triglicéridos y la temperatura, tienen una fuerte influencia,
en consecuencia, a mayor temperatura aplicada al aceite presentara una menor
viscosidad (Diamante & Lan, 2014).

b. Densidad

Los responsables de las diferencias en sus propiedades fisicas en los aceites vegetales
son los triacilgliceroles y una variedad de compuestos menores, las variaciones en el tipo
y cantidad de estos compuestos (Ceriani, Paiva, Goncalves, Batista, & Meirelles, 2008).
La densidad de los aceites vegetales disminuye linealmente con el incremento de la
temperatura (Rodenbush, Hsieh, & Viswanath, 1999). Asi mismo, es dependiente del
peso molecular de los acidos grasos presentes en el aceite, se ha reportado que un alto
contenido de &cido oleico produce valores mas altos de densidad en comparacion con el

acido linoleico y linolénico (Davis, Dean, Faircloth, & Sanders, 2008).
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c. Valor calorifico (Calor de combustion)

El valor calorifico es la cantidad de calor producido por la combustion de 1 Kg de aceite
o de combustible al oxidarse en forma completa. El proceso de combustion es importante
debido a que la producciéon mundial de energia se hace por combustion de petroleo,

biocombustibles, carbén y gas natural (Lackner, Palotas, & Winter, 2013).

La combustion es una reaccion exotérmica, en la cual la energia liberada por la oxidacion
de los componentes presentes como moléculas de hidrogeno, carbono y oxigeno se
convierte en dioxido de carbono y agua (Kates & Luck, 2009). Este valor aumenta con la
longitud de los &cidos grasos presentes en las moléculas de triglicéridos (Levine et al.,
2013).

El calor de combustibn guarda una relacion con la presencia de acidos grasos
insaturados como oleico, linoleico y linolénico produciendo valores de calor de
combustion mas elevados, en comparacion con los acidos grasos saturados (Sokoto,
Hassan, Dangoggo, Ahmad, & Uba, 2011). El calor de combustién aumenta linealmente

con el incremento de la temperatura.

2.4.7. Biodiésel

El uso de la energia es uno de los requisitos mas fundamentales para la existencia
humana. Es un factor critico para el desarrollo social y econdmico, y un producto viable
gue mejora el bienestar humano. Por lo tanto, es necesaria la diversificacion de las
fuentes de energia, especialmente mediante la explotacién de los recursos de biomasa,
gue son capaces de satisfacer un aumento del suministro de energia sin efecto sobre la

canasta de alimentos (Sokoto et al., 2011).

El interés en el biodiésel continla aumentando en todo el mundo. Esto se debe
principalmente a: (1) las preocupaciones sobre las emisiones de gases de efecto
invernadero (GEI) y el cambio climéatico global, (2) el deseo de fuentes de energia

renovables/sostenibles, y (3) el interés en el desarrollo de suministros de combustible.
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En los ultimos afios, varios paises se han embarcado en vias legislativas y/o
reglamentarias que fomentan un mayor uso del biodiésel (Berchmans & Hirata, 2008;

Hoekman, Broch, Robbins, Ceniceros, & Natarajan, 2012).

El combustible biodiésel se puede producir por transesterificacion virtualmente de
cualquier materia prima de triglicéridos. Esto incluye cultivos oleaginosos, grasas
animales y lipidos de algas. La literatura contiene cientos de referencias de produccion

de biodiésel a partir de una amplia variedad de materias primas (Hoekman et al., 2012).

a. Ventajas del Biodiésel

El biodiésel es biodegradable y no toxico, con bajos perfiles de emision de CO:2 y azufre
comparadas con el diésel. Ademas, proporciona una mayor lubricidad de los motores de
combustion interna (Marchetti & Errazu, 2008). En lo que respecta a la seguridad, el
punto de ignicién es mas alto lo cual hace al biodiésel mas seguro de manejar, transportar

y almacenar (Calero et al., 2015).

La extraccion de un aceite vegetal se puede llevar a cabo por accion mecanica o quimica,
aunque generalmente se usa alguna combinacion de ambas técnicas. Los subproductos
(residuos) de la extraccion que se obtienen es la pasta (torta) residual en ocasiones se
aprovechan como alimento para el ganado, un ejemplo de ello es la pasta de Jatropha
gue tiene entre 58 % a 60 % de proteina cruda y un nivel de aminoacidos esenciales que
le dan un importante valor como alimento para animales, por lo que se estima que pueda

ser vendido a un precio de hasta el 80 % de la pasta de soya (Diaz, 2011).

También puede utilizarse como abono verde (fertilizante) por ser un producto muy rico
en proteinas (Heller, 1996), ademas el poder calorifico de las cascaras de la semilla por
ejemplo de Jatropha (16MJ/kg) es casi igual al de los pellets de madera (18 MJ/kg) por
lo que se pueden vender como pellets de cascara para la produccién de energia en las
comunidades rurales como un complemento del programa de estufas eficientes (Diaz,
2011).
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Por otro lado, del proceso de transesterificacién se obtiene glicerol el cual puede ser
utilizado como sustrato para la fermentacién para obtener un producto de alto valor
agregado como el 1,3- propanodiol (1,3-PD), el cual por sus notables propiedades tiene
importantes aplicaciones y promisoriamente puede llegar a sustituir muchas materias
primas y aditivos en la industria de los polimeros, pinturas, lubricantes, entre otros
(Mayorga & Mejia, 2005).

2.4.8. Composicion analitica de la semillay cubierta seminal

Analisis Proximal (Sistema de Weende)

Los alimentos deben ser analizados para conocer su valor nutricio. Este andlisis es una
herramienta que ha proporcionado la ciencia para conocer los materiales destinados a la
alimentacion. Este consiste en un fraccionamiento de los distintos compuestos quimicos,
aunque por cuestiones de practica analitica no llegan a corresponderse con las
fracciones quimicas verdaderas, razon por la cual se llama proximal, ya que se cre0 para
obtener una clasificacion muy amplia y con un nivel maximo de los componentes de
alimentos (Greenfield & Southgate, 2006; Sosa de Pro, 1979). Este analisis se denomina
Esquema y/o Sistema- de Weende y fue establecido en 1859, el cual es un sistema de
analisis de alimentos legalmente establecido, que permite hacer comparaciones entre

los resultados obtenidos para una misma muestra (Caravaca et al., 2005) (Figura 5).
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1. Cenizas: Materiales inorganicos en general.

2. Proteinas Bruta (PB): Proteinas, péptidos, aminoéacidos (Aas.), base
nitrogenada, amidas, nitrégeno, vitaminico...

3. Extracto etéreo (EE) o Grasa Bruta (GB): Grasas, ceras, resinas, lipidos
complejos, pigmentos, vitaminas liposolubles...

4. Fibra cruda (FC): Celulosa, hemicelulosa, lignina insoluble, cutina...

5. Sustancias Extractivas Libres de Nitrogeno (ELN): Almidén, glucégeno,
azlcares, celulosa, hemicelulosa, lignina, pectinas, pigmentos, acidos grasos
de bajo peso molecular, vitaminas hidrosolubles.

Figura 5 Fracciones del analisis inmediato (Sistema Weende)

El sistema consiste en la determinacién analitica del agua (humedad), las cenizas, las
grasas brutas (extraccioén con éter), las proteinas brutas y la fibra bruta. El extracto libre
de nitrogeno (ELN), que representa mas o menos los azucares y almidones, se calcula
por la diferencia en lugar de medirlo mediante analisis (Sosa de Pro6, 1979; Greenfield &
Southgate, 2006).

a. Humedad

Los valores del agua siguen siendo un componente esencial de las bases de datos de
composicion de alimentos, porque el contenido de agua es uno de los elementos mas
variables, especialmente en los alimentos vegetales. Esta variabilidad afecta a la
composicién del alimento debido a que influye enormemente en la estabilidad del
almacenamiento puesto que favorece el desarrollo de microorganismos y la actividad
enzimatica (Greenfield & Southgate, 2006; Sosa de Pro, 1979).
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b. Proteina Bruta (PB)

La calidad de las proteinas en el aspecto nutritivo la define su solubilidad y la composicién
de sus aminoacidos esenciales. Todas las proteinas de origen vegetal son deficientes en
algun aminoacido esencial, por ejemplo, la proteina de la soya, que es considerada la
mejor proteina vegetal, es deficiente en metionina, la proteina del ajonjoli es deficiente
en lisina. En general, las proteinas de mejor calidad son las de origen animal (Greenfield
& Southgate, 2006; Sosa de Pro, 1979). Los valores de las «proteinas brutas» se han
calculado multiplicando el nitrégeno total (N) por un determinado factor (Greenfield &
Southgate, 2006).

c. Extracto Etéreo o Grasa Bruta (EE)

Los lipidos son un grupo de compuestos de muy diferentes clases y se definen como
substancias insolubles en agua que pueden ser extraidas de las células por disolventes
organicos de baja polaridad como éter dietilico, hexano cloroformo, etc. Por lo tanto, el
extracto etéreo puede contener grasas y aceites, pero también puede haber cualquier
compuesto que pertenezca a los lipidos, ya sea que posea 0 no valor nutritivo, por
ejemplo, las vitaminas liposolubles A, D, E, K, los carotenos, fosfolipidos, lipoproteinas y
glucolipidos. También pueden estar presentes otros compuestos como las clorofilas, las
ceras, las parafinas y las xantofilas que carecen de valor nutritivo. Sin embargo, estas
Ultimas tienen importancia en la produccién avicola porque se emplean en la

pigmentacién de la piel del pollo y de la yema de huevo (Sosa de Pr6, 1979).

d. Fibra Cruda (FB)

Los carbohidratos constituyen la fuente de energia mas abundante para la alimentacion
de los animales domésticos. El carbohidrato que mas se produce en el planeta es la
celulosa, conformando con la hemicelulosa y las substancias pépticas a los llamados
carbohidratos estructurales (Sosa de Pré, 1979). La fibra cruda se debe considerar como
la fraccion del analisis proximal que mide una parte de los carbohidratos estructurales
(Greenfield & Southgate, 2006).
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e. Extracto libre de Nitr6égeno (ELN)

Los alimentos cuyo contenido de ELN es muy elevado son los clasificados como
alimentos energéticos, entre ellos, estan las melazas cuyos contenidos del ELN oscila
entre 80 a 85 %, los granos de cereales contienen de 60 a 80 %, y las raices y tubérculos,
asi como algunas frutas tienen fracciones superiores al 50 %, Dentro de este concepto
se agrupan todos los nutrientes no evaluados con los métodos sefialados anteriormente
constituido principalmente por carbohidratos solubles (lipidos, azucares, almidones,
nitrdgeno no proteico, entre otros), asi como también vitaminas y demas compuestos

organicos solubles no nitrogenados (Sosa de Prg, 1979).

f. Ceniza

La fraccidn del analisis proximal que mide la mayor parte de los minerales de un alimento
es la fraccion llamada ceniza. La forma quimica que presentan los elementos inorganicos
en las cenizas, puede ser muy diferente de la forma que se presentan en el alimento
original, asi los elementos inorganicos unidos a compuestos organicos son vertidos en

la incineracién a compuestos inorganicos(Sosa de Pro, 1979).

2.4.9. Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la pasta residual

a. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de los vegetales, donde desempefian diversas funciones fisioldgicas. Se
trata de compuestos que intervienen en el crecimiento y reproduccion de las plantas, asi
como en procesos defensivos contra agentes patdégenos, depredadores o radiacion
ultravioleta (Naczk & Shahidi, 2004).

Quimicamente los compuestos fendlicos poseen en comun un anillo aromatico (benceno)
con uno 0 mas sustituyentes hidroxilo (ésteres, ésteres de metilo, glicésidos, etc.). Las
sustancias fendlicas tienden a ser hidrosolubles debido a que frecuentemente se

encuentra como glicosidos y usualmente se localizan en la vacuola (Harborne, 1973). Se
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han identificado méas de 8,000 polifenoles en varias especies de plantas (Pandey & Rizvi,
2009).

Por su naturaleza quimica heterogénea, algunos fendlicos estan constituidos por seis
carbonos (C6), los del acido benzoico por siete (C6-C1), los fenilpropanoides por nueve
carbonos (C6-C3) y finalmente, los flavonoides (C6-C3-C6) por quince atomos de
carbono. Los compuestos fendlicos son biosintetizados a partir de dos rutas metabdlicas,
la ruta del acido shiquimico y la ruta acetato-malonato. La ruta del acido shiquimico
produce la mayoria de los compuestos fendlicos vegetales, mientras que la via malénico,
gue es una fuente importante de compuestos fenélicos en hongos y bacterias, es menos
significativo en las plantas superiores (De la Rosa, Alvarez-Parrilla, & Gonzalez-Aguilar,
2010)

En los alimentos, los polifenoles pueden contribuir a la amargura, astringencia, color,
sabor, olor y estabilidad oxidativa. Estudios epidemioldgicos asociados a meta-andlisis,
sugieren fuertemente que el consumo a largo plazo de dietas ricas en polifenoles
vegetales ofrecen cierta proteccion contra el desarrollo de canceres, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, osteoporosis y enfermedades neurodegenerativas
(D’Archivio et al., 2007).

b. Antioxidantes

Se le llama antioxidante a una molécula sintética o natural capaz de inhibir la oxidacién
de otras moléculas. Es una sustancia que se opone a la oxidaciéon o que inhibe las
reacciones promovidas por oxigeno o peroxidos. Son utilizadas como conservantes en
diversos productos como grasas, aceites, productos alimenticios y jabones para retardar
el desarrollo de la rancidez, en la gasolina y otros productos para retardar la formacion
de goma y otros productos indeseables, y en el caucho para retardar el envejecimiento
(Huang, Ou, & Prior, Ronald, 2005).

Bioloégicamente dentro de la célula se da un proceso de oxidacion en el cual la célula

genera la cantidad requerida de radicales libres, ya que una cantidad podria dafiar los
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lipidos, proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos. La formacién de radicales libres es
inducida por factores internos y externos (fumar, estrés, alcohol, etc.). Los antioxidantes
tienden a disminuir la concentracion de radicales libres o inhibir su formacion (Racz,
Papp, Balogh, Fodor, & Héberger, 2015).

La presencia de antioxidantes naturales en los alimentos es importante dado que éstos
no solo contribuyen a preservar las caracteristicas organoléptica y la calidad nutricional
de los productos que consumimos sino porque ayudan de manera primordial a preservar
la salud de los consumidores lo cual hace de suma importancia la deteccion de la
actividad antioxidante de una manera rapida y sencilla (Flores-Maltos, Sandoval-Cortés,
Valdivia-Urdiales, & Aguilar-Gonzalez, 2010).

c. Determinacién de la capacidad antioxidante

Los antioxidantes desactivan a los radicales por dos mecanismos: uno es la transferencia
de atomos de hidrégeno (HAT) y el segundo es la transferencia de electrones simples
(SET). Ambos mecanismos llegan a presentarse juntos dependiendo de la estructura del
antioxidante y de sus propiedades, solubilidad, etc. (Prior, Wu, & Schaich, 2005). El
primero se lleva a cabo cuando los antioxidantes y el sustrato compiten por los radicales
libres, mientras que el segundo se controla a través de un cambio de color cuando el

oxidante se reduce (Tabart, Kevers, Pincemail, Defraigne, & Dommes, 2009).

Los métodos que usan la reaccion (1): Capacidad de Absorcion del Radical Oxigeno
(ORAC), Parametro Total Antioxidante de Captura Radical (TRAP), Capacidad total de
Captura del Oxidante (TOSC), Quimioluminiscencia (CL), Foto Quimioluminiscencia
(PCL), Decoloracion del B-Caroteno por LOOe, Oxidacion de Lipoproteinas de Baja
Densidad (LDLO). Los ensayos de este tipo, tienen preferencia puesto que el radical
peréxilo es el radical libre que con mayor frecuencia intervienen en la oxidacién de lipidos

en alimentos y en los sistemas biolégicos (Prior et al., 2005).

Los antioxidantes con el mecanismo de la transferencia de electrones simples tienen la

capacidad de reducir un compuesto reaccién (2), tales como metales, carbonilos y
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radicales. Los métodos de analisis se basan en la desprotonacion y el potencial de
ionizacién del grupo funcional depende del pH. Ademas, los ensayos de este tipo se

consideran lentos (Prior et al., 2005).

Los métodos que usan este tipo de accion son: Poder Antioxidante para Reducir el Fierro
(FRAP) y el Ensayo de Reduccién del Cobre (CUPRAC). Existen métodos que
aprovechan los dos tipos de reaccion tales como: capacidad de captura del antioxidante
del radical ABTSe+ (TEAC o0 ensayo ABTS), ensayo con 2,2-difenil-1-picrilhidracil
(DPPHe) y Folin-Ciocalteu (Prior et al., 2005).

d. Método colorimétrico de Folin-Ciocalteu

Estima la cantidad de fenoles totales, se basa en que los compuestos fendlicos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion
azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo
contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sédico en acido fosférico y
reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido
fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo,
al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso,
cuya intensidad es la que medimos para evaluar el contenido en polifenoles (Garcia,
Fernandez, & Fuentes, 2015).

e. 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

Es una especie de radical organico estable. El ensayo oxidativo de DPPH se utiliza
ampliamente en la cuantificacién de la capacidad de captacién de radicales (RSC). La
capacidad de los reactivos biolégicos para captar el radical DPPH, se puede expresar
como la magnitud de la capacidad antioxidante. La solucion de alcohol de DPPH es de
color purpura intenso con un pico de absorcidn a 517 nm, que desaparece con la
presencia del eliminador de radicales en el sistema reactivo y cuando el electron impar
de nitrégeno en el DPPH se aparea. Comparado con otros métodos, el ensayo DPPH
tiene muchas ventajas, tales como buena estabilidad, sensibilidad, sencillez y viabilidad
(Deng, Cheng, & Yang, 2011).
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f. FRAP (Poder Antioxidante para Reducir el Fierro)

Es el método descrito como la medida de la capacidad de reduccién de hierro en plasma.
A pH bajo, el complejo férrico-tripiridil-triazina (Felll-TPTZ) es reducido a la forma ferrosa
(FEII) con el desarrollo de un color azul intenso a una maxima absorcion de 593 nm. La
reaccion es inespecifica y cualquier medio de reaccion que tenga potencial redox menos
positivo en las condiciones de reaccion, que el medio de reaccion en Felll/Fell-TPTZ
impulsara la reduccion de Felll-TPTZ. Las condiciones de ensayo favorecen la reduccion
del complejo y, por tanto, el desarrollo de color, siempre que un reductor (antioxidante)

esté presente (Benzie & Strain, 1996).

2.4.10. Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en Jatropha

Como se ha mencionado, los compuestos bioactivos derivados de las plantas han
recibido una atencién considerable debido a su potencial terapéutico como actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria, anticancerigena y antioxidante (Rathee et al., 2009).

Andlisis fitoquimicos han demostrado que J. curcas contiene fenoles, flavonoides,
saponinas y compuestos alcaloides. Varias partes de la planta muestran fenoles,
flavonoides y saponinas, pero en especifico las hojas y el latex contienen altos
compuestos fendlicos, seguido de la corteza y la raiz (Manpong, Douglas, Douglas,
Pongamphai, & Teppaitoon, 2011), pero no se ha investigado si la semilla presenta

compuestos fendlicos.

Se han estudiado los compuestos fendlicos en otras especies del genero Jatropha, como
es el caso de J. gossypiifolia reportando la presencia de flavonoides en hojas (Narwade,
Wagnmare, Ladda, & Rathod, 2010). Mientras en la raiz de J. dioica han observado poca
reaccion en la prueba para fenoles y taninos (Rodriguez-Martinez et al., 2012), al
contrario, Igbinosa et al. (2011) en J. curcas mencionan una concentracion abundante

de flavonoides y taninos en la corteza.
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2.4.11. Cuantificacién de la Toxicidad por Esteres de Forbol

La semilla y/o pasta residual de J. curcas presenta varios factores antinutricionales
(fitatos, inhibidores de la tripsina, saponinas, taninos y lectinas) ademas de factores
toxicos (curcinay ésteres de forbol (PES)). Estos factores excluyen a la pasta residual de
ser usada como comida para animales y otras aplicaciones. Los PEs son considerados
los constituyentes mas toxicos (Makkar, Becker, Sporer, & Wink, 1997; Makkar, Becker,
& Schmook, 1998).

El termino ésteres de forbol (PES) es usado hoy en dia para describir a los compuestos
gue se distribuyen en las familias Ephorbiaceae y Thymelaeceae; los PEs son diterpenos
con estructura esquelética tigliane, es decir, es una estructura basada en un esqueleto
tetraciclico de carbon (Haas & Mittelbach, 2000; Haas, Sterk, & Mittelbach, 2002). Se le
designo tigliane porque fue descrito por primera vez en la especie Croton tiglium L,
perteneciente a la familia Ephorbiaceae (Hecker, 1968).

La estructura basica del tigliane consta de 4 anillos designados A, B, C y D, los cuales
estan hidrolizados en diferentes posiciones, y la union de los esteres a varios acidos
tiene como resultado la formacion de diferentes compuestos de PEs, C. La colocacién
del grupo -OH hace que el forbol sea activo () o inactivo (a) (Goel, Makkar, Francis, &
Becker, 2007) Seis PEs han sido caracterizados en J. curcas (Haas et al., 2002) (Figura
6).

Los efectos biol6gicos de estos compuestos incluyen la promocion de tumores, la
proliferacion celular, la activacion de plaquetas sanguineas, la mitogénesis de linfocitos,
la inflamacién (eritema de la piel), la produccion de prostaglandinas y la estimulacion de
la desgranulacion en neutrofilos (Haas & Mittelbach, 2000).
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1D, E{JF C4-5) 1F (JF CE)

Figura 6 Estructura de los 6 PEs descritos en J. curcas, factores C1-C6 (1A—
1F), 12-deoxy-16-hydroxyphorbol (1G) and phorbol 12-myristate 13-acetato
(1H) (Haas et al., 2002)

La concentracién de PEs varia de 2 a 3 mg/g en la torta y entre 2 a 8 mg/g en el aceite
de diferentes procedencias de J. curcas. Destacando la variedad no téxica proveniente
del estado de Veracruz con un reporte de 0.27 mg/mL de PEs y las otras variedades
toxicas con 2.49 mg/mL provenientes de Tanzania, India, Senegal, Nicaragua, entre
otras. Makkar et al., (1997) y He et al., (2011), reporta de igual forma que accesiones

fuera de México, provenientes de Tanzania, Madagascar tienen entre 0.12 mg/g a 0.515

mg/g.

2.5. Conservacion de la diversidad genética

Es el término dado a la variedad de vida en la Tierra y los patrones que tiene, resultado
de los millones de afios de evolucion (CBD, 1992). La biodiversidad en el planeta esta
siendo agotada rapidamente directa o indirectamente a consecuencia de la actividad

humana y lamentablemente se desconoce exactamente el nUmero de especies que
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existen (Frankham, 2003) y la capacidad que éstas pueden tener desde el punto de vista

antropocéntrico.

Esa variedad es estudiada por la diversidad contenida, es un concepto que se aplica en
varios niveles bioldgicos: desde los ecosistemas del mundo, las especies que habitan en
un ecosistema, hasta las diversidad genética en una poblacién o en una especie (Neyra
Gonzalez & Durand Smith, 1998).

Desde 1992 en la Cumbre de la Tierra en Rio de Janeiro, diferentes paises incluido
México, con mayor responsabilidad por ser un pais megadiverso, firmaron una estrategia
integral para el desarrollo sostenible, satisfaciendo las necesidades presentes y
asegurando las futuras en el acuerdo llamado Convenio sobre la Diversidad Biologica.
Dicho acuerdo establece tres objetivos principales: la conservacion de la biodiversidad
bioldgica, la utilizacion sostenible de sus componentes y la participacion justa y equitativa

en los beneficios derivados del uso del recuso genético (CBD, 1992).

Por tanto, el conocimiento de los recursos genéticos es una necesidad fundamental para
aprovechar y conservar los recursos biéticos. Las especies del género Jatropha cubren
propésitos tan diversos como la alimentacion, diferentes usos medicinales y la
produccion de combustibles (Kumar & Sharma, 2008), sin embargo, ain son muchos
los factores que se desconocen, en la dindmica de regeneracién de las poblaciones de

este recurso natural.

Uno de los retos mas importantes en los préximos afios, serd el mantenimiento de los
recursos naturales, renovables y no-renovables, para garantizar la sustentabilidad y
seguridad alimentaria, asi como la energética de las naciones, principalmente aquéllas

gue se encuentran en desarrollo (Conabio, 2000).
2.5.1. Diversidad genética
La diversidad genética es el resultado de las disimilitudes que existen entre las

frecuencias de cada uno de los alelos de los individuos de una especie (Neyra Gonzalez
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& Durand Smith, 1998). Debido a lo anterior, la diversidad genética puede
conceptualizarse jerarquicamente en tres niveles: la diversidad de alelos del mismo gen
o locus que existe dentro de una especie, el conjunto de diferencias genéticas que
caracterizan a las poblaciones de una especie y a nivel del genoma completo que

caracteriza a cada una de las especies (Halffter, 1992).

Los principales procesos que cambian las frecuencias alélicas de las poblaciones son la
mutacion, la seleccién natural direccional, el flujo de genes, la deriva genética y la

endogamia (Hartl & Clark, 1989 en Vargas, Jesus, Basilio Bermejo, & Ledig, 2004).

La primera fuerza evolutiva o de cambio es la mutacion, es un cambio heredable en el
ADN. Las mutaciones ocurren con una frecuencia baja, por lo cual es una fuerza
relativamente poco importante en el corto plazo. Sin embargo, en el largo plazo es una
fuerza muy importante porque es la fuente de toda variacion genética (Furnier, 2004).

En esencia, la seleccion natural es la reproducciéon diferencial de unas variantes
genéticas respecto de otras. Podemos definirla mas rigurosamente como el proceso que
resulta del cumplimiento de las tres condiciones siguientes: (1) variacion fenotipica entre
los individuos de una poblacion, (2) supervivencia o reproduccién diferencial asociada a
la variacién, y (3) herencia de la variaciéon. Si en una poblacion de organismos se dan
estas tres condiciones, entonces se sigue necesariamente un cambio en la composicion

genética de la poblacién por seleccion natural (Barbadilla, 2010).

El flujo de genes es el resultado de la migracion donde muchos individuos de una
poblacion se mueven en masa de una localizacién geografica a otra. Aunque la migracién
es la principal causa del flujo genético también puede ser el resultado de la dispersién
de la poblacién. La migracién tiene un impacto similar a la mutacién ya que los nuevos
alelos son introducidos en un grupo genético local por los migrantes. (Donalson, Daly,
Ermini, & Bevitt, 2015).
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La deriva genética se refiere a los cambios en las frecuencias de los alelos en una
poblacion debido a fluctuaciones aleatorias. Por tanto, la deriva genética puede conducir
a la fijacion de alelos deletéreos, neutros o benéficos, pero el efecto estd muy
influenciado por el tamafo de la poblacién. La pérdida de alelos y la fijacion debido a la
deriva genética ocurren mas rapidamente en poblaciones pequefias. Por lo tanto, en la
naturaleza, tanto el tamafio de la poblacién como la geografia pueden influir en la deriva
genética y, en consecuencia, en la composicién genética de una poblacion (Donalson et
al., 2015). La deriva génica es un proceso aleatorio que es particularmente importante
en poblaciones pequefias, debido a que en este tipo de poblaciones los procesos tienen
un efecto mucho mas fuerte (Furnier, 2004).

Los efectos de la deriva génica son muy evidentes en un proceso de efecto fundador
(cuello de botella). Esto ocurre cuando una nueva poblacion se funda por pocos
individuos y, debido a los procesos aleatorios, estos fundadores no representan toda la
diversidad de la poblacién original, por lo tanto, esta nueva poblacion sera diferente de

la poblacion original (Furnier, 2004).

La endogamia es el cruzamiento entre individuos relacionados y disminuye mucho el
gran poder de recombinacion. En muchas especies que normalmente practican el
entrecruzamiento aleatorio, la endogamia puede causar la pérdida de vigor (depresion
endogamica) debido a que incrementan los niveles de homocigosis en una poblacién
(Hartl & Clark, 1989 en Furnier, 2004).

2.5.2. Cuantificaciéon de la variacion genética

La mensura de los patrones y niveles de la variacion poblacional se lleva a cabo a través
de marcadores morfologicos y moleculares. Los marcadores morfolégicos son los
caracteres de un individuo que se expresan en un ambiente especifico. Los estudios que
utilizan caracteres morfolégicos estan generalmente limitados a solamente un locus y
muchos caracteres de gran importancia adaptativa, como tasas de crecimiento o

reproduccion, estan afectados fuertemente por el ambiente. Este tipo de marcadores
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fueron los primeros que se utilizaron en los estudios de biologia poblacional de plantas
(Furnier, 2004).

Los marcadores moleculares son una serie de métodos de analisis que se basan en la
deteccion de polimorfismos en proteinas y ADN. Especialmente, los marcadores basados
en ADN presentan la ventaja de revelar un gran nimero de caracteres, muy por encima
de los que se obtienen con las isoenzimas, a partir de la informacién genética disponible
en un organismo (Semagn, Bjornstad, & Ndjiondjop, 2006). Por esta razén se han
utiizado para resolver problemas en ecologia y genética de poblaciones,
especificamente, en la evaluacién de la diversidad botanica (Azofeifa-Delgado, 2006)

Estas herramientas y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés: “Polymerase Chain Reaction”) han revolucionado los métodos de analisis en las
Ultimas décadas. Actualmente se han desarrollado marcadores inespecificos que
generan informacion sin previo conocimiento de las secuencias de genes de las especies
gue se quieren estudiar. Entre las técnicas mas utilizadas encontramos a los RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams, Kubelik, Livak, Rafalski, & Tingey,
1990); los AFLPs (Amplified Fragment Lenght Polymorphisms) (Williams et al., 1990) y
los ISSR (Inter- simple sequence repeats) (Zietkiewicz, Rafalski, & Labuda, 1994) que
utilizan iniciadores inespecificos para amplificar regiones al azar en el genoma,

obteniendo un patrén variable de bandas que representan las regiones amplificadas.

Cada una de estas técnicas posee ventajas y desventajas; por ejemplo, los RAPD’s son
faciles y rapidos de desarrollar por el tipo de secuencias arbitrarias de los iniciadores,
generan informacion sin previo conocimiento de las secuencias de genes de las especies
gue se quieren estudiar, son muy polimérficos, pero poseen baja reproducibilidad y poca
especificidad, debido a las bajas temperaturas de alineacion de los iniciadores (Hansen,
Halldén, & Sall, 1998). Los AFLP’s son altamente reproducibles, presentan gran numero
de loci polimérficos y al igual que los RAPD’s no se necesita del conocimiento previo de
la secuencia de DNA, pero esta técnica resulta ser muy laboriosa y presenta un alto costo

operacional y de implementacién (Semagn et al., 2006).
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2.5.3. Inter simple sequence repeats (ISSR’s)

Los primeros estudios que emplearon marcadores ISSR se publicaron en 1994 (Gupta,
Chyi, Romero-Severson, & Owen, 1994; Zietkiewicz et al., 1994). Estos estudios iniciales
se centraron en las especies cultivadas y demostraron la naturaleza hipervariable de los
marcadores ISSR (Wolfe, 2000)

Los ISSR se derivaron de los SSR o microsatélites, son quiza los mas ampliamente
distribuidos a lo largo de diversos genomas eucariotas y procariotas (Jun-Gang, Yu-Ping,
Yu, Yan-Hui, & Zhi-Gang, 2014). Son secuencias pequeias de (2 a 10 pares de bases)
repetidas, arregladas en serie, las cuales se asume que estan distribuidas azarosamente
por todo el ADN. Estas secuencias pueden o0 no estar asociadas con genes, son loci
altamente mutables que pueden estar presentes en muchos sitios del genoma. Dado que
la repeticion por si misma no codifica para formar ninguna proteina, y debido a que las
secuencias de ADN repetitivo pueden recombinarse y expandirse mas frecuentemente
gue otros tipos de secuencias, estas regiones son a menudo altamente variables y
consecuentemente Utiles para medir el polimorfismo entre especies o variedades muy

relacionadas (Azofeifa-Delgado, 2006).

Las repeticiones de microsatélite utilizadas como iniciador para ISSR pueden ser di-
nucleotidos, tri-nucleétidos, tetranucledétidos o penta-nucledtidos. Los iniciadores usados
pueden ser o no anclados en el extremo 3 '0 5' con 1 a 4 bases degeneradas extendidas
a los lados de las secuencias (Zietkiewicz et al., 1994).

Comparando la longitud, los iniciadores de ISSR (15 a 30 nucleétidos) con los iniciadores
de RAPD’s (10 nucleoétidos) le confiere la posibilidad de utilizar altas temperaturas en los
ciclos de la PCR. No obstante, la temperatura del alineamiento dependera del contenido
de GC del iniciador utilizado, oscilando entre 45 a 65°C Los productos amplificados son
usualmente de 200-2000 pb de largo y susceptibles de ser detectados por electroforesis

en gel de agarosa o poliacrilamida (Semagn et al., 2006).
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Al igual que los RAPD, la herencia dominante y la homologia de los productos de
amplificacion concomitantes son las principales limitaciones de los ISSR, es decir, este
tipo de marcador presenta la desventaja de que sélo se obtiene la presencia o0 ausencia
de las bandas, dificultando la posibilidad de distinguir entre los individuos heterocigoticos
e individuos homocigoticos dominantes. Para cada locus, el alelo positivo es la presencia
de la banda y domina sobre el alelo nulo o ausencia de la banda. Estos ultimos son los
individuos homocigoticos recesivos. ( Zietkiewicz et al., 1994; Semagn et al., 2006) La
ventaja es que tienen el 99 % de reproducibilidad comparado con los RAPD, ademas de

gue son mas costeables que los AFLP’s.

Basandose en los estudios publicados utilizando marcadores ISSR, esta claro que estos
marcadores ISSR tienen un gran potencial para estudios de poblaciones naturales
(Wolfe, 2000).

2.5.4. Aplicacién de ISSR en Jatropha

J. curcas es la especie que tiene los avances mas recientes en estudios moleculares
debido a que es la mas cosmopolita. Los métodos convencionales han demostrado que
la caracterizacion morfolégica es util para establecer relaciones a nivel de género-
especie, pero son insuficientes para definir la diversidad genética y la relacién entre
accesiones. Razon por la cual, la utilizaciéon de marcadores moleculares ha ido en
aumento en los ultimos afios (Ovando-Medina, Espinosa-Garcia, Nufez-Farfan, &

Salvador-Figueroa, 2011).

Son los RAPD, seguido de los ISSR y SRR, y por ultimo, los AFLP los cuatro marcadores
moleculares mas frecuentemente usados. Los principales objetivos de los estudios de
marcadores moleculares son: a) explorar su utilidad para elucidar las relaciones
filogenéticas en el género Jatropha, y b) estudiar la variabilidad presente en las
accesiones de J. curcas de diferentes origenes. La meta a largo plazo es contribuir al
mejoramiento del germoplasma asistido por marcadores. Pocos son los informes con un

enfoque de genética poblacional (Ovando-Medina et al., 2011).
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Los iniciadores ISSR més utilizados por diferentes autores han sido los primeros 100
iniciadores de la serie UBC del set nimero 9 desarrollados por la University of British
Columbia, Canada, de los cuales 7 a 40 han producido polimorfismo, obteniéndose de 7
a 21 bandas por iniciador, y con un nimero total de entre 300 a 2000 bandas polimoérficas
(Basha & Sujatha, 2007; Basha, Francis, Makkar, Becker, & Sujatha, 2009; Tatikonda et
al., 2009 Cai, Sun, Ambrosi et al., 2010; Wu, & Peng, 2010; Grativol, Da Fonseca Lira-
Medeiros, Hemerly, & Ferreira Gomes, 2011; Mavuso, Ovando-Medina et al., 2011; Sunil
et al., 2011; Tanya, Taeprayoon, Hadkam, & Srinives, 2011; Wu, Chen, Huang, & Lin,
2016;).
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[l. CONOCIMIENTO ETNOBOTANICO DE Jatropha elbae
J. Jiménez Ram.

RESUMEN

Uno de los objetivos actuales de la Etnobotanica es colaborar en la mitigacién de la pérdida de
biodiversidad generada por las presiones del humano al medio ambiente, a través de recabar
informacion sobre la relacion entre las plantas y el hombre, logrando contribuir a la conservacion
y propagacién de las plantas. El género Jatropha es multipropdsito gracias a sus constituyentes
guimicos y actividad bioldgica perdiéndole varios usos: medicinal, usando desde la raiz, tallo,
hojas hasta el latex. Por otro lado, se ha utilizado para reforestar, curtir piel, ornamental,
comestible, combustible, etc. En lo referente a la propagacién vegetativa los esquejes de
Jatropha méas adecuados son los que tienen de largo entre 15-40 cm de largo y entre 1 a 3 cm
de diametro y haciendo uso de Acido Indol-3-Butirico (IBA) para acelerar la produccion de raiz.
Es pertinente resaltar que la mayoria de estos estudios se han enfocado en especies con
distribucion cosmopolita considerando asi la pertinencia de innovar en este tipo de investigacion
en especies con endemismo en México, debido a que cuenta con 81 % de las especies en ese
estatus. J. elbae es endémica a México con distribucion restringida a los estados: Puebla,
Oaxaca y Guerrero. En esta investigo el uso de esta especie en dos localidades del estado de
Puebla mostrando que el mayor uso es medicinal combatiendo las aftas bucales internas, y
comestible, no reportando algan malestar estomacal. En lo referente a la propagacién vegetativa,
fueron esquejes de 20 cm de longitud, los didmetros caulinares variaron de 0.3-1.0 cm -distal-,
de 1.1-2.5 -media-, de 2.6-3.0 cm -basal-, observando la parte media quien presento mayor
desarrollo de hojas (40 %) seguida de la parte distal (37 %) y por ultimo la basal (23 %), no

existiendo diferencia entre los esquejes de ambas localidades.

Palabras clave: Etnobotéanica, propagacion vegetativa, Puebla, J. elbae.
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ETHNOBOTANICAL KNOWLEDGE IN Jatropha elbae J. Jiménez Ram.

ABSTRACT

One of the current objectives of ethnobotany is to collaborate in the mitigation of the loss of
biodiversity generated by human pressures on the environment, through gathering information on
the relationship between plants and man, contributing to the conservation and propagation of the
plants. The genus Jatropha is multipurpose thanks to its chemical constituents and biological
activity losing several uses: medicinal, using from the root, stem, leaves until latex. On the other
hand, Jatropha has been used to reforest, tan leather, ornamental, edible, fuel, etc. In relation to
vegetative propagation the most suitable Jatropha cuttings are those that are between 15-40 cm
long and between 1 and 3 cm in diameter and making use of Indol-3-Butyric Acid (IBA) to
accelerate the Root production. It is pertinent to point out that most of these studies have been
carried out in species with a cosmopolitan distribution, considering the relevance of this type of
research in species with endemism in Mexico because it has 81 % of the species in that status.
J. elbae is endemic to Mexico with restricted distribution to the states: Puebla, Oaxaca and
Guerrero. In this chapter, the use of this species in two localities of the state of Puebla was
investigated showing that the greater use is medicinal combating the internal canthus, and edible,
not to report some stomach discomfort. As regards vegetative propagation, cuttings were 20 cm
in length, the caulin diameters ranged from 0.3-1.0 cm -distal-, from 1.1-2.5 -media-, from 2.6-3.0
cm -basal-, observing the middle part (40 %) followed by the distal part (37 %) and finally the
basal (23 %), with no difference between the cuttings of both localities.

Key words: Ethnobotany, vegetative propagation, Puebla, J. elbae.
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3.1. INTRODUCCION

Desde comienzos de la civilizacion, las personas han usado las plantas como medicina.
Tal vez, desde tiempos del hombre Neanderthal, las plantas fueron consideradas con
poderes curativos. De hecho, los ancianos de egipcios creian que las pantas tenian usos
incluso después de la muerte. La vida humana en el planeta no se describiria completa

sin observar el rol de las plantas (Gonsalves, 2010).

México alberga una diversidad bioldgica y cultural excepcional. En poco mas de 1 % de
la superficie terrestre posee al menos 10 % de la diversidad biol6gica del mundo. Una
gran parte de esa biodiversidad es exclusiva de nuestra nacion, lo que constituye un
privilegio y representa una gran cantidad de opciones para el desarrollo del pais, una
responsabilidad hacia nuestra sociedad y hacia el mundo, asi como un reto de gran
complejidad para su manejo. Hasta ahora, la gran diversidad de los recursos genéticos,
especies y ecosistemas y los servicios ambientales que nos brindan y que son esenciales
para el desarrollo de la humanidad, no han sido valorados apropiadamente (Sarukhan et
al., 2012).

Jatropha L. es un género de la familia Ephorbiaceae cuenta con 175 especies, crecen en
clima semiseco a templado subhiimedo de América, Africa, y Asia (Rodriguez-Acosta et
al., 2009). Reportan para México 48 especies donde el 81 % presentan endemismo
(Steinmann, 2002).

Debido al endemismo que presenta este género en México y en cuanto a la distribucion
en el estado de Puebla (Rodriguez-Acosta et al., 2009) La presente investigacion tiene
como proposito contribuir al conocimiento sobre la etnobotanica de Jatropha elbae J.
Jiménez Ram. con distribucién en zonas con tipo de vegetacién de bosque tropical
caducifolio y matorral xeréfilo en Puebla; asi como evaluar la propagacion vegetativa de

la misma.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal
Reino: Plantae
Filo/Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dic.)
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae

Subfamilia: Crotonoideae
Tribu: Jatropheae
Género: Jatropha L.

a. Jatropha elbae J. Jiménez Ram.

De acuerdo con la descripcion de Jiménez-Ramirez (1986) , J. elbae es un arbusto o
arbol dioico, de 3-8 m de altura y corteza parda. Raiz: se forman 5 raices de los arbolillos,
1 central y 4 periféricas.

Hoja: lamina cuneiforme, de 3-6 cm de largo por 1-3 cm de ancho, ocasionalmente
trilobada, venacion pinnada, haz verde obscuro, glabra, peciolo de 1-4 mm de longitud.
Flor: la inflorescencia masculina es un dicasio compuesto, de 1.5-1.85 cm. de largo,
pedunculo de 0.9-1 cm, bracteas triangulares de 0.3-0.5 mm de largo, las flores
femeninas solitarias; con floracién a finales de verano y principio de otofio.

Fruto: es capsular y ovoide. El fruto es inicialmente una cépsula drupacea verde
volviéndose luego a café oscuro o negro. Al inicio son carnosas pero dehiscentes cuando
son secas. La produccién de frutos se genera en otofio. Semilla: es elipsoidal, de 1.7-2
cm de largo por 0.9-1.2 cm. de ancho, carincula vestigial, parda; testa muy gruesa de
2.5-3 mm y dura.

Habitat: se distribuye en Guerrero y Puebla, crece en bosque tropical caducifolio entre
los 900 y 1100 m s.n.m. en clima calido subhimedo con estacion seca mediana a larga
y suelo derivado de calizas. Las especies con que se asocia son Bursera bolivari Rzed.,
B. morelensis Ramirez, Senna Mill., Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp, Fouquieria

formosa Kunth y Thevetia obovata (Cav.) A. DC. (Rodriguez-Acosta et al., 2009).
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b. Jatropha curcas L.
Heller, (1996) la describe como un arbol pequefio o arbusto largo, de 5-7 m de altura;
corteza blanco grisacea y exuda un latex translucido, los tallos crecen con discontinuidad

morfoldégica en cada incremento.

Raiz: Normalmente se forman 5 raices, 1 central y 4 periféricas.

Hoja: Las hojas son caducas, normalmente se forman con 5 a 7 I6bulos acuminados,
pocos profundos y grandes con peciolos largos de 10 a 15 cm y de igual ancho.

Flor: Las inflorescencias se forman terminalmente en el axial de las hojas en las ramas.
Ambas flores, masculinas y femeninas, son pequefias (6-8 mm), verdoso amarillas en el
didmetro y pubescente. Cada inflorescencia rinde un manojo de aproximadamente 10
frutos ovoides o mas.

Fruto: El desarrollo del fruto necesita 90 dias desde la floracion hasta que madura la
semilla. Son cépsulas drupaceas y ovoides. Al inicio son carnosas pero dehiscentes
cuando son secas. Las frutas son capsulas inicialmente verdes, pero volviéndose a café
oscuro negro en el futuro. Las semillas estan maduras cuando el fruto cambia de color
del verde al amatrillo.

Semillas: La fruta produce tres almendras negras, cada una aproximadamente de 2 cm
de largo y 1 cm de diametro.

Habitat: La distribucion nativa abarca México, América Central, Brasil, Bolivia, Perq,

Argentina y Paraguay, aunque en estos dias su distribucion es pantropical.

3.2.2. Revision de herbario

Se realiz6 visita Unicamente a dos herbarios con la finalidad de conocer los sitios de
colecta més recientes. Los herbarios visitados fueron el MEXU, perteneciente a la
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) y el Herbario Universitario de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP), debido a que el primero preserva
la coleccion de plantas deshidratadas mas grande el pais y la segunda porque tiene la
coleccion de la flora de Puebla mas actualizada, debido a que la especie J. elbae tiene

distribuciéon en ese estado.

85



3.2.3. Descripcion de los sitios de colecta.

Partiendo de la revisién de herbario se obtuvieron dos sitios de colecta recientes en el

estado de Puebla, los cuales se ubican al sur de esa entidad (Figura 7).
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Figura 7 Sitios de colecta ubicados en el estado de Puebla
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Jolalpan, Puebla

Jolalpan es un municipio que se encuentra politicamente ubicado en la region sudeste
en el estado de Puebla (Pue). La distancia aproximada a la capital del estado es de 130
kilbmetros. La posicion territorial que tiene en el mapa general de la Republica Mexicana,
sefiala que colinda al norte con el municipio de Teotlalco y el estado de Morelos, al sur
con Cohetzala y con el estado de Guerrero, al oeste con el municipio de Huehuetlan el
Chico, finalmente al poniente colinda con los estados de Morelos y Guerrero

(Municipios.mx, 2017).

De acuerdo con el INAFED, (2014b):
Jolalpan esta formada por los vocablos xotlal (calentarse mucho) y pan (sobre), lo que

significa “lugar de ardiente calor”.

El territorio que forma al municipio de Jolalpan se extiende a 600.15 kilometros
cuadrados que lo ubica en el lugar 14 con respecto a los deméas municipios del estado.
Sus coordenadas geogréficas son los paralelos 18° 12' 18"y 18° 27' 54" de latitud norte
y los meridianos 98° 46' 24" y 99° 04' 06" de longitud occidental.

El municipio se divide morfolégicamente en dos: Al occidente forma parte del contra
fuerte meridional del sistema volcanico transversal y al oriente forma parte del valle de
Chiautla. En general el municipio es montafioso, sobre todo al norte donde alcanza
alturas de mas de 1,800 metros sobre el nivel del mar. Destacan los cerros Tepos,
Cuahio, Colorado, Cuachococotl, Coxioco, Tlacuapan, y Cuezapulco. Presenta dos
valles, uno al oriente y otro al occidente, donde se asientan las comunidades mas

importantes del municipio a una altura menor a 800 metros sobre el nivel del mar.

El municipio se encuentra dentro de la subcuenca del rio Nexapa, afluente del Atoyac,
que a su vez es tributario del Balsas; el oriente contiene en su totalidad la subcuenca del
rio Zinquihuila afluente del Amacuzac, que a su vez desemboca en el Balsas. Ambos
rios el Nexapa y el Zinquihuila son corrientes permanentes formadoras de los valles del

municipio.
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Se identifica un solo tipo de clima: clima calido subhimedo con lluvias en verano; el mes
mas calido se presenta antes de junio. EI municipio presenta una pequefia temporada
menos lluviosa dentro de la estacion de lluvias llamada sequia de medio verano; el
numero promedio de dias nublados al afio es de 120 a 160 y de dias despejados mas de
200; se presentan menos de 10 dias con tempestades y de 10 a 20 dias con heladas al

ano.

La vegetacion que predomina en el municipio es la selva baja caducifolia asociada a
vegetacion secundaria arbustiva; estas areas, poco a poco estan siendo sustituidas por
vegetacion inducida, como palmares (al centro del municipio), pastizales (al oeste) donde

existe ganado caprino y Agricultura de temporal.

También cabe destacar la presencia de matorrales encinosos asociados a vegetacion
secundaria arbustiva al sudeste y noroeste; también existen pequefias &reas

erosionadas al suroeste.

Datos del SNIM, (2010) Jolalpan tiene un total de 7022 habitantes de los cuales 3 259
son hombres y 3763 mujeres. La mayoria de la poblacion habla espafiol, las otras tres
leguas que se hablan son el Nahuatl, Otomi y Tepehua. El 20 % de la poblacion es
analfabeta. Solo el 26 % tiene primaria 'y el 17 % secundaria en la poblacién de 15 afios
y mas. En lo referente a la condicién econdmica el 83 % de los hombres y el 18 % de las
mujeres trabajan, las principales situaciones de trabajo que desarrollan son trabajo por
Su cuenta, jornalero, pedn, y trabajo familiar sin pago. La mayoria de las personas que
migran lo hacen hacia la capital de Puebla y 188 personas se encuentran en Estados

Unidos de América.

88



Ixcamilpa de Guerrero, Puebla

El municipio de Ixcamilpa de Guerrero se encuentra politicamente ubicado en la region
suroeste en el estado de Puebla (Pue). La distancia que presenta a la capital del estado
es de unos 179 kilbmetros. Debido a las diferentes elevaciones que se pueden encontrar
en su territorio, altitud promedio es de 700 metros sobre el nivel del mar. De acuerdo a
la posicion territorial que tiene en el mapa general de la Republica Mexicana, colinda al
norte y al poniente con el estado de Guerrero y al oeste con los municipios de Albino

Zertuche y Xicotlan (Municipios.mx, 2017).

De acuerdo con INAFED, (2014a):
Ixcamilpa es un nombre nahuatl que significa "En la sementera de algodén®;
principalmente los nahuas fueron los fundadores de este pueblo prehispanico que fue

sometido a la llegada de los espafioles en 1522.

Tiene una superficie de 308.31 kildmetros cuadrados, que lo ubica en el 41 lugar con
respecto a los demas municipios del Estado. Sus coordenadas geograficas son: los
paralelos 17° 07'24" y 18° 07'24" de latitud norte y los meridianos 98° 33'42" y 98° 49'24"
de longitud occidental.

El municipio se localiza en la parte occidental de la Mixteca baja, anticlinal meridional del
sinclinal que forma el Valle de Acatlan. El relieve del municipio es accidentado; presenta
amplios conjuntos montafosos, cerros aislados y pequeias sierras que le confieren un
aspecto bastante abrupto. Las sierras estan integradas por el complejo montafioso que
se alza al noroeste formado por los cerros las Biznagas, La Encinera, La Libertad y
Coyotomatera, ademas de la sierra que se alza al sureste donde destacan los cerros
Totole y las Trincheras. La sierra que atraviesa el sureste, donde destacan los cerros
Cuicuiltzin y Chinantoca. Al centro-sur el relieve es mas o menos plano y sobre él se

asientan las comunidades de Ixcamilpa, Buenavista de Zapata y otras.

El municipio pertenece a la vertiente del rio Atoyac, que desemboca en el Océano

Pacifico por la profunda cuenca del rio Balsas, es bafiado por algunas corrientes
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importantes que a continuacion se describen: El rio Tlapaneco, que proviene de los
estados de Oaxaca y Guerrero recorre el occidente y se une al Atoyac, formando el rio
Papalotla (Balsas). El rio Atoyac, al norte del municipio de este a oeste, sirviendo de
limite con Cohetzala y con el Estado de Guerrero, hasta unirse al Tlapanco. También

cuenta con numerosos arroyos que se unen a los rios mencionados.

El municipio se localiza dentro de la zona de los climas secos de la Mixteca baja; presenta
dos climas: clima semiseco muy calido. Es el clima predominante en todo el municipio

excepto al sureste. Se presenta el Sureste del municipio.

La vegetacion predominante del municipio es la selva baja caducifolia, asi como grandes
zonas boscosas de encino asociadas a vegetacidn secundaria arbustiva, donde se
encuentran encino glaucoides, nance, caesalpina y pseudosmodinguim. Algunas zonas
de bosque y selva han sido desmontadas para incorporar la actividad agropecuaria; asi
existen pastizales diversos por todo el territorio y al centro se han implantado zonas tanto

de Agricultura de temporal como de riego.

Datos del SNIM, (2010) Ixcamilpa de Guerrero (la cabecera principal) tiene un total de
1354 habitantes de los cuales 629 son hombres y 725 mujeres. Los cuales en su mayoria
hablan espafiol, las otras lenguas que se hablan son el Nahuatl y el Mixteco. El 21 % de
la poblacion de hombres y el 29 % de mujeres del5 afios y mas son analfabeta, de estos
el 21 % tienen la primaria completa y entre el 15 % tienen la secundaria completa. En lo
referente a la condicion econdmica el 78 % de los hombres y el 19 % de las mujeres
trabajan, las principales situaciones de trabajo que desarrollan son trabajo por su cuenta,
jornalero, peon, y trabajo familiar sin pago. La mayoria de las personas que migran lo
hacen hacia la capital de Puebla y s6lo 63 personas se encuentran en Estados Unidos

de América.
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3.2.4. Encuesta

Se hicieron entrevistas semiestructuradas a un total de 25 personas en cada cabecera
municipal, dirigidas a un sector de la poblacion mayor de 30 afios con la finalidad de
recabar la mayor informacién posible, ya que de acuerdo a la literatura son las personas
adultas y adultos mayores las que conservan ese conocimiento (Castellanos Camacho,
2011; Angulo, Rosero, & Gonzéles, 2012). Las variables analizadas para conocer
informacion de los usos de la especie J. elbae, asi como de la organizacion de la granja
y el manejo agrondémico de la especie J. elbae (Si este fuera el caso) fueron tomadas de
Vera-Castillo, Cuevas, Valenzuela-Zapata, Urbano, & Gonzélez-Andrés, (2014). Las
cuales fueron: 1. Usos de la planta; 2. Parte utilizada; 3. Forma de utilizacion (infusion,
cataplasma) 4. Si es comestible; 5. Que parte es comestible; 6. Cuantas piezas
aproximadamente consumen; 7. Método de propagacion; 8. Irrigacion; 9. Fertilizacion;
10. Control de plagas. Ademas, se les pregunto la edad, nivel de escolaridad, y actividad
laboral principal.

3.2.5. Propagacion vegetativa

Unicamente se realizé la propagacion vegetativa de la especie J. elbae, basandose en
los criterios reportados para J. curcas (De Lima et al., 2010; Enciso Garay & Castillo
Echeverria, 2010) .El experimento se realiz6 durante los meses de Mayo a Agosto del
2016 en el invernadero del Banco Nacional de Germoplasma Vegetal, ubicado dentro de
la Universidad Autonoma Chapingo, fue un disefio experimental completamente al azar,
el cual const6 de un control y un tratamiento con RADIX 10000 (Acido Indol-3-Butirico
(IBA)), asi mismo dentro de cada uno se evalud la segmentacion de la rama (apical,
media y basal), en 5 individuos y con tres replicas. Este disefio se realizé en los esquejes

de las dos poblaciones (Jolalpan e Ixcamilpa de Guerrero) (Cuadro 5).

Las ramas fueron seleccionadas de individuos sanos y se segmentaron en tres porciones
apical, media y basal, con una longitud de 20 cm, los diametros caulinares variaron de
0.3-1.0 cm, de 1.1-2.5, de 2.6-3.0 cm respectivamente, respetando la polaridad de la

rama.
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Cuadro 5 Disefio experimental completamente al azar para ambas poblaciones
(Jolalpan e Ixcamilpa de Guerrero)

Parte de . . ;
Individuo Replica No. Total de esquejes
larama
T1 (Basal)
T2 (Media) 45 (cada tratamiento consto de
Control 5 3 )
T3 (Apical) 15 esquejes)
Tratamiento  T1 (Basal)
con RADIX T2 (Media) . 3 45 (cada tratamiento consto de
10000 T3 (Apical) 15 esquejes)

Los cortes de las estacas fueron en forma de bisel para identificar la polaridad de la
planta, en un angulo aproximado de 45°, y se colocaron en agua por un lapso de 1 hr. El
sustrato utilizado fue peat moss en bolsas de polietilenos de 15x15x12.

Las variables evaluadas fueron: 1. numero de hojas; 2. numero de brotes de la parte
aérea de cada estaca, contando todas las ramificaciones primarias que cada estaca
desarrolld; 3. longitud de brotes de la parte aérea, se midi6 con un vernier digital (Truper,
CALDI-6MP (precisién 0.01 mm))

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Revision de herbario

De la revisiobn de los dos herbarios perteneciente a las dos universidades: MEXU-
Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM) y Herbario Universitario-Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP) se obtuvo que los sitios de colecta mas
recientes se encuentran en el estado de Puebla, en los municipios de Jolalpan, Ixcamilpa

de Guerrero y Teopatlan.

Los ejemplares revisados de la especie J. elbae fueron un total de 26 ejemplares entre
las dos Universidades. En forma particular los 13 ejemplares de la UNAM localizan a esta

especie en el estado de Guerrero, solo dos ejemplares la sitian en el estado de Puebla,
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describen a la especie como un arbol de 4 m, colectada entre los meses de junio a
octubre con presencia de frutos. El tipo de vegetacion para ambos estados lo describen
como un bosque tropical caducifolio (BTC), en una altitud de los 500 a los 1138 msnm.
La abundancia en que fueron colectados fue de regular a escasa. El ejemplar mas
antiguo data del afio 1947 en Guerrero y el mas reciente en el afio 2012 en Chiautla,
Pue. Se hicieron la reidentificacion de dos ejemplares por el investigador Jaime Jiménez
Ramirez quien es el especialista de este género en México, ademas de ser el

investigador que la identifico por primera vez.

En lo referente a los 13 ejemplares del herbario de la BUAP localiza a la especie J. elbae
en dos estados en su mayoria en Puebla y solo un ejemplar en el estado de Oaxaca. La
forma bioldgica con la cual describen a la especie es entre arbusto y arbol, presentan
frutos entre los meses de julio a agosto. El tipo de vegetacién en el cual se distribuyen
es entre bosque tropical caducifolio (BTC) y matorral xeréfilo (MX), la altitud en donde se
localiza va de los 820 a los 1973 msnm. El ejemplar mas antiguo data del afio 1987 al
2013. De igual forma la determinacion de los ejemplares fue curada por el investigador

Jaime Jiménez Ramirez.

Es pertinente resaltar que carecen de informacién con respecto a datos importantes

como Nombre local (comun), usos, tipo de suelo en el cual se desarrollan los ejemplares.

3.3.2. Encuesta
Se levanté una encuesta a 50 personas, 25 en cada cabecera municipal (Jolalpan e
Ixcamilpa de Guerrero) dénde fue colectado el material vegetal utilizado en este proyecto

de investigacion.

De las entrevistas se desprende que auln son las personas a partir de 50 afios las que
conservan el conocimiento etnobotanico, el nombre con el que reconocen a la especie J.
elbae fue diferente en las dos localidades en Jolalpan la conocen como nuez y en
Ixcamilpa de Guerrero como Sangre de grado coincidiendo con lo reportado por Angulo,
Rosero, & Gonzales, (2012) y Castellanos Camacho, (2011) (Cuadro 6).
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En ambas poblaciones el uso es para combatir las aftas en la zona bucal dentro o fuera,
si es por fuera las personas entrevistadas mencionan que lesionan el tallo o cortan una
hoja del arbol y colocan la leche -latex- en la herida, otros colocan un poco de esta leche
en un vaso y le agregan agua utilizandolo como enjuague bucal. Este uso antimicrobiano
es semejante al reportado para J. neopauciflora (Fresnedo-Ramirez & Orozco-Ramirez,
2013), J. curcas (Asase et al., 2005) y J. gaumeri (Leon-Pérez, 2013).

Otro uso que le dan a J. elbae es comestible de consumo humano llegan a consumir de
3-20 semilla 0 “un pufiito”; sin presentar ningun sintoma de dolor estomacal. Solo una
persona menciona que los animales en especifico los chivos son los que llegan a
consumir los frutos. Dicho uso comestible es el descrito para J. curcas en Vera-Castillo
et al., (2014).

En Jolalpan el conocimiento etnoboténico que tienen relacionado al nivel de escolaridad
y actividad laboral es indiferente todos en su mayoria la recuerda de la infancia. Caso
diferente en Ixcamilpa de Guerrero el mayor conocimiento lo guardan las personas que
trabajan en el campo, aun ellos en la actualidad la siguen utilizando o consumiendo

cuando van al campo.
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Cuadro 6 Etnobotanica de J. elbae en dos localidades de Puebla

Localidad
Ixcamilpa
Jolalpan de
Guerrero
Genero H 11 15
M 14 10
Edad 22-82 26-86
No asistio 13 15
Primaria 10 9
Nivel de Secundaria 2 0
escolaridad Preparatoria/
. 0 0
Bachillerato
Licenciatura 0 1
No especificado 4 1
Campesinos 6 13
Comerciantes 6 7
Actividad laboral Comerciante/ 3 0
Campesino
Ama de casa 3 3
Otros 3 1
Conocimiento S 12 16
No 13 9
Nombre comun Nuez Sangre de
grado
Usos Fuegos bucales
Parte utilizada latex
Untarla en las Enjuague
bucal,
Forma llagas de la di
irecto en
boca .
las heridas
Comestible 11 6
Personas 10 6
Quien animales (chivos) 1 0
Parte frutos 12 6
Cantidad 3-15 15-20
Lugar de colecta cerro
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3.3.3. Propagacién vegetativa

Los resultados muestran que los esquejes que presentaron desarrollo de hojas se
observaron a partir de la primera semana, principalmente en la poblacion de Jolalpan
fueron los esquejes que recibieron tratamiento con Acido Indol-3-Butirico (IBA)), para la
poblacion de Ixcamilpa de Guerrero no hubo diferencias entre tratamiento. En lo referente
a la parte distal, media o basal, de manera general es la parte media la que presento
mayor desarrollo de hojas (40 %) seguida de la parte distal (37 %) y por ultimo la basal
(23 %) del total de esquejes que desarrollaron hojas (N. 68). Comparando ambas
poblaciones es la poblacién de Ixcamilpa de Guerrero la presenta mayores esquejes con
hojas. El tiempo de vida de las hojas es de aproximadamente de 25 dias (Cuadro 7).

Cuadro 7 Esquejes que presentaron hojas
Parte
figur 1 2 3

No. esquejes PobA S C S C S C

32 7 1 10 7 4 3

No. esquejesPobB S C S CSsC

36 7 10 5 5 6 3
PobA=Paoblacion Jolalpan; PobB=Poblacién Ixcamilpa de Guerrero
Parte 1. Distal; 2. Media; 3. Basal
S=sin IBA; C=con IBA

En lo referente a las ramificaciones a partir de los primeros 10 dias se empiezan a
desarrollar las primeras ramificaciones. Un total de 8 esquejes fueron los que
presentaron esta condicién siendo la parte basal la que se observé con mas esquejes.
El ndmero promedio de brotes por esqueje fue de 2 existiendo un valor extremo de 5
ramificaciones en un esqueje. En particular fue la poblacion de Ixcamilpa de Guerreo la
gue presentd el mayor nimero de esquejes con este desarrollo de ramificaciones
(Cuadro 8).
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Cuadro 8 . Esquejes que presentaron ramificaciones

Parte
1 2 3
No. esquejes Pob A S C s C s C
2 1 0 0 0 1 O
No. esquejes Pob B S C s C s C
6 o 1 o0 1 2 2

PobA=Paoblacion Jolalpan; PobB=Poblacion Ixcamilpa de Guerrero
Parte 1. Distal; 2. Media; 3. Basal
S=sin IBA; C=con IBA

No existen datos comparativos de propagacion vegetativa en especifico para J. elbae,
pero con referencia a J. curcas coincide los datos obtenidos por Camellia Noor, Thohirah,
Abdullah, & Khidir Mohd, (2009) y Kochhar, Singh, & Kochhar, (2008) sobre la influencia
positiva del Acido Indol-3-Butirico (IBA) en la propagacion vegetativa. En lo concerniente
a la parte que presenta mejor desarrollo de hojas coincide con lo obtenido por Feike,
Weis, Claupein, & Mueller, (2007) donde la parte basal y media son las que tienen mas
desarrollo de hojas. El promedio de ramificaciones no coinciden con las reportadas por
Enciso Garay & Castillo Echeverria, (2010) quienes reportan para esa longitud (20 cm)

de esqueje 4 ramificaciones.

3.4. CONCLUSION

Es importante la revision de herbarios debido a que se obtienen datos de colecta de afios
mas recientes, ademas de saber los meses en que las especies con las que se trabajara
se encuentren en produccion de semilla o en reposo. Con la informacion desprendida de

los herbarios dependera el cronograma de actividades.

El conocimiento etnobotanico, de acuerdo a las encuestas aplicadas en el presente
estudio, sigue reforzando la premisa de que son los adultos de 50 afios y mas los que

aun guardan y transmiten ese conocimiento a su familia y vecinos. Sin embargo, hubo
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casos de en ambas localidades donde mujeres de menos 22 a 30 afios con escolaridad
y trabajo diferente al campo aun recuerdan que en su infancia tuvieron contacto con la
especie J. elbae, lamentablemente debido a la actividad que ejercen ahora les impide

seguir haciendo caminatas al cerro para mostrarles a sus hijos la planta.

Auln gue no fue un éxito la propagacion vegetativa, se ha logrado obtener los primeros
resultados de dicho tipo de propagacion para la especie J. elbae. Es pertinente resaltar
gue estas especies necesitan mas horas luz que sombra ya que eso les desarrolla

infecciones.
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IV. COMPARACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE
LOS ACEITES DE Jatropha elbae J. Jiménez Ram. Y Jatropha
curcas L.

RESUMEN

Las reservas limitadas de combustibles fésiles y la necesidad de reducir emisiones contaminantes, han
conducido a la exploracidon de nuevas fuentes de energia amigables con el medio ambiente. Jatropha
curcas es una alternativa para la produccion de biodiesel debido a que el aceite contenido en sus semillas
cumple con las normas internacionales. En México existen especies endémicas de Jatropha cuyas semillas
no han sido estudiadas. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar las semillas y evaluar las
propiedades fisicoquimicas del biodiesel derivado del aceite contenido en las semillas de J. elbae y
compararlas con J. curcas. En ambas especies se hicieron determinaciones alométricas. El aceite, extraido
con hexano, fue analizado por métodos I1SO y se transesterificé con metanol para obtener los ésteres
metilicos de acidos grasos (FAME, por sus siglas en inglés), los cuales fueron caracterizados por
cromatografia de gases y resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN H). Las semillas de J. elbae
muestran correlaciones altas con su peso, largo y ancho y largo-ancho. El porcentaje de aceite en las
semillas de J. elbae fue mayor (57%) que en J. curcas (53 %). Los indices de calidad del aceite resultaron
mas altos en la especie J. curcas seguida de J. elbae con: IS 195.6 y 194.8; 1Y 90.25y 85.91; IA0.35y
0.22; IP 1.42 y 2.08 respectivamente. Los espectros de RMN!H del aceite y los FAME, demuestran que la
reaccion de transesterificacion se llevo a cabo completamente. En la mezcla de FAME, predominan los
insaturados, de los cuales el linoleato de metilo estd en mayor porcentaje. El calor de combustion, la
densidad y las viscosidades dindmica y cinematica del biodiesel y sus mezclas con diésel, se encuentran
dentro de los parametros internacionales establecidos en las normas europeas en 590 y en 14214. De
acuerdo con los resultados se concluye que el aceite de J elbae puede ser utilizado tanto para consumo

humano y animal, como para la obtencién de biodiesel.

Palabras clave: propiedades alométricas, aceite, propiedades fisicoquimicas, J. elbae J. curcas.
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COMPARISON OF THE PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF Jatropha elbae J.

Jiménez Ram. y Jatropha curcas L.

ABSTRACT

Limited fossil fuel reserves and the need to reduce pollutant emissions have led to the exploration of new,
environmentally friendly sources of energy. Jatropha curcas is an alternative to produce biodiesel because
the oil contained in its seeds complies with international standards. In Mexico, there are endemic species
of Jatropha whose seeds have not been studied. The objective of this research was to characterize the
seeds and to evaluate the physicochemical properties of the biodiesel derived from the oil contained in the
seeds of J. elbae and to compare them with J. curcas. Allometric determinations were made in both species.
The oil, extracted with hexane, was analysed by ISO methods and transesterified with methanol to obtain
the fatty acid methyl esters (FAME), which were characterized by gas chromatography and hydrogen
nuclear magnetic resonance (RMN *H). The seeds of J. elbae show high correlations with their weight, long
and wide and long-width. The percentage of oil in the seeds of J. elbae was higher (57%) than in J. curcas
(53%). The oil quality indexes were higher in the species J. curcas followed by J. elbae with: IS 195.6 and
194.8; 1Y 90.25 and 85.91; IA 0.35 and 0.22; IP 1.42 and 2.08 respectively. The RMN !H spectra of the oil
and the FAME, demonstrate that the transesterification reaction was carried out completely. In the mixture
of FAME, the unsaturated ones predominate, of which the methyl linoleate is in greater percentage. The
combustion heat, density and dynamic and kinematic viscosities of biodiesel and its mixtures with diesel
are within the international parameters set out in the European standards at 590 and 14214. According to
the results it is concluded that the oil of J elbae can be used for both human and animal consumption, as

well as for biodiesel production.

Keywords: oil, physicochemical, J. elbae, J. curcas, nontoxic.
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4.1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista bioldgico, la semilla es un medio de sobrevivencia de las
especies, ya que tienen la vida embrionaria latente la cual tiene la capacidad de revivir
incluso afos después de que sus parientes estén muertos, es decir, son importantes en
la dispersion y persisten en el suelo, para establecer plantulas vigorosas. La mayoria de
los estudios de variacion intraespecifica en las semillas han demostrado que las semillas

grandes sobre las pequefias procuran el establecimiento de las plantulas (Seiwa, 2000).

Ademas, el tamafio y contenido de aceite de las semillas de Jatropha son factores
importantes para sus aplicaciones en biocombustibles y para la obtencion de otros
subproductos. La identificacion de genotipos con semillas cuya morfologia satisfaga
estas caracteristicas es importante para el mejoramiento genético (Valdés-Rodriguez,
Sanchez-Sanchez, Pérez-Vazquez, & Zavala del Angel, 2013). Las publicaciones sobre
la morfometria de semillas de procedencias mexicanas son minimas, se ha reportado
pesos y longitudes de semillas toxicas y no téxicas sélo de Jatropha curcas para algunos
estados de México como son: Puebla, Guerrero, Veracruz, Chiapas y Quintana Roo,
dejando a un lado las otras especies (Makkar, Becker, & Schmook, 1998; Martinez-
Herrera, Siddhuraju, Francis, Davila-Ortiz, & Becker, 2006; Makkar, Martinez-Herrera, &
Becker, 2008; Martinez-Herrera, Martinez-Ayala, Makkar, Francis, & Becker, 2011).

La morfometria de las semillas es importante porque su peso esta directamente
relacionado con el endospermo. Por lo tanto, los estudios morfométricos de las semillas
mexicanas de J. curcas y J. elbae pueden ser una herramienta valiosa para estimar la
productividad y asistir en la seleccion de fuentes prometedoras (Valdés-Rodriguez et al.,
2013).

Composicién fisico-quimica

Los aceites vegetales, dependen de los porcentajes de acidos grasos lo que le aporta
ciertas propiedades. Lo que les confiere ciertas cualidades para ser aplicadas en la
industria, como biocombustible, lubricante y en la cosmetologia. Las semillas son una

buena fuente de recursos oleicos, los cuales son susceptibles a dichas transformaciones
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(Zielinska & Nowak, 2014). Para determinar el valor industrial de un aceite en particular
depende de la composicion y su pureza, existen numerosas pruebas de las cuales
podemos determinar su calidad como son el indice de acidez, saponificacion, yodo y
peroxidos, también se puede conocer la composicion quimica del aceite (Akintayo, 2004).
Ademés de conocer la viscosidad y densidad del aceite y el biodiésel (Augustus,
Jayabalan, & Seiler, 2002).

El contenido de aceite depende de varios factores entre ellos esta el tipo de extraccion y
estado fisioldgico de la semilla. A partir de las semillas de J. curcas, los rendimientos de
aceite oscilan entre 40-60 % (Kumar & Sharma, 2008; Openshaw, 2000) mientras que
en el caso de J. elbae se obtuvo un rendimiento de 55.25 % (Rodriguez-Acosta,
Sandoval-Ramirez, & Zeferino-Diaz, 2010). Akbar, Yaakob, Kamarudin, Ismail, &
Salimon, (2009) y Raja, Smart, & Lee, (2011) obtuvieron los siguientes valores: indices
de acidez (38.2), saponificacion (193.55-195.0) y yodo (40.4-103.62), peroxidos (1.93)
respectivamente y en lo relacionado a las propiedades de viscosidad y densidad se
obtuvieron valores de 40.4-49.93 (cst) en el aceite y en el biodiésel de 4.73-5.65 (cst)
para la primera propiedad y de 0.91-0.92 (g/cm?) en el aceite, en el biodiésel de 0.792-
0.880 g/cm3 para la segunda. En lo referente a la composicién quimica principalmente
contiene &cido oleico (43-47 %), seguido del &cido linoleico (31.6-34.3 %), &cido palmitico
(4.2-14.1 %) y acido estearico (6.7-43.1) (Augustus et al., 2002; Raja et al., 2011).

A la fecha, existe poca informacion acerca de la caracterizacion morfoldgica y del perfil
de acidos grasos del aceite contenido en las semillas de J. elbae. Por lo tanto, los
objetivos de este trabajo fueron, evaluar las caracteristicas morfométricas y las
propiedades fisicoquimicas de las semillas de J. elbae. y compararlas con las de J.

curcas.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Caracterizacion morfoldgica de la semilla.
Los frutos, libres de cascara se lavaron con agua potable. Posteriormente fueron

sometidos a una prueba de flotacion para determinar su viabilidad (Figura 8).

Un total de 30 semillas con testa y sin testa fueron pesadas en una balanza digital
OHAUS CS200 (Precision 0.0001 g). El tamafio de la semilla se determiné a través de la
medicidon de sus dimensiones: largo (L), ancho (W) y espesor (T), con un vernier digital
Truper, CALDI-6MP (precision 0.01 mm). (Figura 9).

Figura 8 Semillas de A. J. elbae; B. J. curcas

L R vy [ N
]

Figura 9 Dimensiones caracteristicas: 1. Vista frontal, 2. Vista del perfil y 3.
Geometria tridimensional de la semilla de ambas especies.
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Algunos de los parametros necesarios para el procesamiento industrial de semillas son
el diametro aritmético (Da), el didmetro geométrico (Dg), el area superficial especifica (S)
y esfericidad (®) los cuales fueron calculados a partir de las tres dimensiones de acuerdo
a las Ecuaciones 2.1 a 2.4 (Betancur-Prisco, McCabe, Smith, & Harriot, 1986; Mohsenin,
1986; Sirisomboon et al., 2007; Pradhan et al., 2009; Mira-Hernandez, & Paris-Londofio,
2014):

®= (L*‘Q’*T)m Ec. 2.1
Da= 2 Ec. 2.2
Dg= (L * W = T)1/3 Ec. 2.3
S= 1Dg? Ec.2.4

4.2.2. Extraccion del aceite

La extraccion de aceite se llevd a cabo con hexano en un equipo Soxhlet. Las semillas
sin testa (20 g) previamente molidas se colocaron en un cartucho de papel filtro dentro
de un aparato Soxhlet, y se sometieron a reflujo durante 18 h, al finalizar el disolvente
fue removido al vacio (40°C) en un rotavapor (Blchi Rotavapor, Biichi Labortechnik AG,
Fragil, Switzerland). El porcentaje de recuperacion fue calculado de acuerdo a la
Ecuacion 2.5

(100-W)=Z

Ec.2.5
Y

Contenido de aceite (%)=

Donde:

W= contenido de humedad (%).

Z= peso del aceite extraido (g).

Y= peso de la muestra de pulpa (g).
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4.2.3. Propiedades quimicas del aceite.
Los indices de calidad del aceite fueron analizados por triplicado de acuerdo a los
meétodos de andlisis de la Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO, por sus

siglas en inglés).

a. Indice de Yodo (IY)

El aceite de Jatropha (1 g) se transfirio a un matraz Erlenmeyer, protegido de la luz, y se
adicionaron, con agitacién constante, 5 mL de cloruro de metileno y 5 mL de reactivo de
Wijs con agitacion constante. La mezcla se coloco en la oscuridad durante 30 minutos,
transcurrido dicho tiempo, se adicion6 yoduro de potasio al 10 %(5 mL) y agua destilada
(30 mL), posteriormente se procedio a titular con solucién valorada de tiosulfato de sodio
0.1 N, hasta observar una coloraciéon amarillo paja, y después se adicion6 solucion
indicadora de almidon (1 mL) y se continud la titulacion hasta el vire de coloraciéon de
azul a transparente. A la par un blanco de reactivos fue titulado de la misma forma que
la muestra (1ISO3961:2013). El indice de yodo (IY), fue calculados de acuerdo con la

Ecuacion 2.6.

_ (V1-V2)=N %12.69
g

Y Ec.2.6

Doénde:

V1= mL gastados en la titulacion del blanco,

V2= mL gastados en la titulacion de la muestra,

N= normalidad de la disolucion de tiosulfato de sodio (Na2S203),

g= masa de la muestra en gramos.

Los resultados fueron expresados como gramos de yodo absorbido por cada 100 gramos

de muestra.

b. indice de Saponificacion (IS)
El indice de saponificacion se determiné de acuerdo a la norma ISO 3657:2013, el aceite
de Jatropha (1g) se transfirid a un matraz de fondo redondo provisto de junta esmerilada

y se adicionaron 10 mL de hidroxido de potasio (KOH) 0.5 N. Se adapt6 un refrigerante
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y el matraz fue colocado en bafio de vapor durante 30 minutos con agitacién constante,
al término de la reaccion de hidrdlisis, se dej6é enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agrego fenolftaleina (2 gotas) y se titulo el exceso de KOH con acido
clorhidrico 0.5N. Se llevo a cabo un blanco de reactivos con las mismas cantidades
empleadas que en la muestra. El indice de saponificacion fue obtenido a partir de la
Ecuacion 2.7.

_(B-V)xNx56.1

IS Ec.2.7

Doénde:

V=mL de HCI gastados en la valoracién de la muestra.

B= mL de HCI gastados en la valoracion del blanco.

N= normalidad del HCI.

M= muestra en gramos.

56.1= peso molecular del hidréxido de potasio (KOH) (g mol?).

Los resultados fueron expresados como miligramos de hidréxido de potasio requeridos

para saponificar un gramo de muestra.

c. Indice de acidez (IA)

El indice de acidez se determiné de acuerdo a la norma ISO 660:2009, el aceite de
Jatropha (0.5 g) se transfirié a un matraz Erlenmeyer y se mezcl6é con 5 mL de éter/etanol
1:1 (v/v) y fenolftaleina (2 gotas). EI matraz fue colocado en una parrilla con agitacion
constante y la emulsion fue titulada con hidroxido de potasio KOH 0.1 N hasta que una
coloracion rosa palido permanecia por al menos un minuto. El porcentaje de acidos
grasos libres se calcularon tomando como referencia al acido oleico, de acuerdo con la

Ecuacion 2.8.

V+«N*M

* 100 Ec. 2.8

% acidos grasos libres =
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Donde:

V= volumen en mL de hidréxido de potasio usado en la titulacién

N= normalidad exacta del hidroxido de potasio.

M= masa molar en g/mol del acido oleico.

m= g de la muestra.

Los resultados fueron expresados en porcentaje de &cido oleico por masa de muestra.
La acidez o indice de acidez es un importante indicador de la calidad de un aceite vegetal,
es expresada como la cantidad de hidroxido de potasio en miligramos necesaria para

neutralizar los &cidos grasos libres contenidos en un gramo de aceite.

d. indices de Peroxidos (IP)

Un gramo de aceite de Jatropha fue transferido a un matraz Erlenmeyer, y se mezcl6 con
acido acético glacial-cloroformo 3:2 (v/v) (6 mL) con agitacién constante hasta disolucion,
después se adicion6 una disolucién saturada de yoduro de potasio (0.1 mL). La mezcla
fue tapada y se dej6 reposar durante un minuto. Posteriormente, se adicionaron 6 mL de
agua. Esta mezcla se titulé con disolucion valorada de tiosulfato de sodio 0.01 N, durante
la titulacién la mezcla fue agitada vigorosamente, previo a la desaparicion del color
amarillo, se adicion6 0.1 mL de solucion indicadora de almidén y se continu6 con la
titulacion hasta la desaparicion del color azul en la mezcla. A la par un blanco de reactivos
fue titulado de la misma forma que la muestra. El indice de peréxidos fue obtenido de

acuerdo con la Ecuacion 2.9.

_ (A—A1) *N+1000
g

IP Ec.2.9

Donde:

A = mL de disolucion de tiosulfato de sodio gastados en la titulacién de la muestra,
Al= mL de disolucion de tiosulfato de sodio gastado en la titulacion del blanco de
reactivos,

N= normalidad de la disolucion de tiosulfato de sodio,

g= muestra en gramos.
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Los resultados fueron expresados como miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo
de aceite (mEq kg?).

4.2.3.1. Perfil de acidos grasos

El aceite obtenido de la semilla de J. elbae fue sometido a una reaccion de
transesterificacion de acuerdo al método descrito por (Marroquin et al., 2011). Primero
se preparo una disolucion. En un matraz bola se mezclaron 1 g de aceite de J elbae y 1
mL de una disolucion de KOH en metanol a una concentracion (148 mg/mL). Esta mezcla
se sometid a reflujo, con agitaciébn constante, durante una hora. La reaccion fue
monitoreada por cromatografia en capa delgada, comparando el aceite y el producto de
reaccion, se utilizé como fase movil una mezcla de hexano/acetato de etilo y acido
acético en proporciones 9:1:0.1 (v/v/v) y la placa se revel6 con yodo (Figura 10A). La
mezcla de reaccion se transfiri6 a un embudo de separacion y se dej6é reposar durante
24 h. Posteriormente la fase inferior (glicerina) fue descartada y los ésteres metilicos de
acidos grasos, fase superior (ver Figura 10B), fueron tratados subsecuentemente con
acido citrico al 0.1 % (2 mL) y agua caliente (2 mL). Finalmente. los ésteres metilicos
fueron secados con sulfato de sodio anhidrido y se analizaron por resonancia magnética

nuclear de hidrégeno.

Figura 10 A. Cromatografia en capa delgada. B.
Mezcla  de reaccion del proceso de
transesterificacion del aceite de J. elbae

Los FAME se analizaron por cromatografia de gases en un equipo marca Agilent 6890

con un detector de ionizacion de flama (FID), utilizando una columna AT-FAME (30 m x
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0.25 mm d.i. x 0.25 pm de espesor de pelicula). La temperatura inicial del horno fue de
180 °C y se establecieron rampas de 10 °C por minuto hasta alcanzar una temperatura
final de 230 °C. Tanto en el inyector como en el detector, la temperatura fue de 250 °C.
Se utilizé hidrégeno como gas acarreador, a una velocidad de flujo de 1.8 mLmin-1.
Como estandar se utilizaron FAME’s, cuyos tiempos de retencion fueron utilizados para

cuantificar los ésteres metilicos en la muestra.

4.2.3.2. Viscosidad y Densidad.

La viscosidad dinamica y cinematica fueron determinadas para el aceite de J. elbae en
un viscosimetro (Anton Paar modelo SVM 3000, tipo Stabinger, viscosimetro dual y
medidor de densidad) de acuerdo a la norma ASTM D7042. El aceite (2mL) introducido
a la celda del viscosimetro y se midieron las viscosidades a: 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, y
90°C. La viscosidad cinematica se calculo, dividiendo la viscosidad dindmica entre la
densidad; la densidad es medida simultdneamente por el viscosimetro. Las unidades
fueron expresadas en mPas, mm2s?, gcm?3, para la viscosidad dindmica, viscosidad

cinematica y densidad, respectivamente.

4.2.3.3. Calor de combustién.

El calor de combustion se determiné de acuerdo con el método (ASTMD240), utilizando
un Calorimeter Parr 6400; el aceite y los FAME de Jatropha (0.5 g) fueron colocados
directamente en la capsula de acero inoxidable y el equipo fue programado para
determinar el calor de combustion. Los valores fueron expresados en MJKg™.

4.3. Andlisis estadistico
Los datos fueron analizados por ANOVA usando MINITAB17 Statistical Software Inc. Ls
diferencias entre las medias se utilizé una prueba de Tukey (p<0.05). Los valores fueron

expresados como las medias + desviacion estandar (SD).
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4.4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1. Caracterizacion fisica de la semilla

De las 400 semilla colectadas de la especie Jatropha elbae, el 75 % resultaron viables.
Las propiedades fisicas de las semillas de J. elbae fueron comparadas con las de J.
curcas y los resultados se muestran en el Cuadro 9. Por otro lado, se muestran los
resultados de las semillas libres de testa en el Cuadro 10. Las semillas de mayor tamafio
y peso son las de J. elbae, exceptuando en la longitud donde J. curcas presento una
media de 17.43£0.69 mm. En lo referente a los valores de didmetro geométrico y
aritmético J. elbae fue la que presento mayores valores significativos, de la misma forma
que el valor de esfericidad (p<0.05), ademas, dicho valor indica que las semillas de J.
elbae son similares a esta forma, excepto J. curcas la cual se asemeja mas a un
elipsoide. El area superficial de la semilla fue mas larga en J. elbae. Las dimensiones y
peso de J. curcas son similares a las reportadas por Betancur-Prisco et al., (2014),
Martinez-Herrera et al., (2010), Sirisomboon et al., (2007) y Valdés-Rodriguez et al.,
(2013), largo (17.8-21.02 mm), ancho (10.50-11.97 mm), espesor (8.58-9.58 mm) y peso
(0.714-0.610 g). Ademas, J. curcas tuvo valores un poco mas altos a los reportados para
el didmetro promedio aritmético (12.39 mm), geométrico (11.8-13.4 mm) y para la
esfericidad (0.64-0.66) (Cuadro 9).

Cuadro 9 Propiedades fisicas de la semilla

J. curcas J. elbae
Variable Media Rangg Media Rangf)

min-max. min-max.
Largo (mm) 1743a = 0.69 16.13-18.90 1456b + 057 13.25-15.62
Ancho (mm) 10.36b + 0.48 8.51-10.96 13.23a + 0.64 11.88-14-48
Espesor (mm) 9.78b + 0.68 7.98-10.78 11.09a + 0.49 10.26-11-96
Peso (g) 0.74b £ 0.06 0.60-0.83 131a = 0.16 0.96-1.60
Da (mm) 1252b + 0.34 11.63-13.05 1296a + 0.50 11.87-13.83
Dg (mm) 12.08b =+ 0.45 10.77-12-64 12.87a = 0.50 11.79-13-76
Esfericidad (mm) 0.69b =+ 0.03 0.59-0.75 0.88a + 0.02 0.84-0.94
Area superficial 458.72b + 33.16 364.29-501.88 521.42a <+ 40.26 437-594

Valores con la misma letra dentro de filas son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey (p < 0.05) £
desviacion estandar.
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En lo referente a las dimensiones de la semilla libre de testa J. curcas presenté mayores
dimensiones en largo y espesor (14.19+1.05 mm; 8.04+0.83 mm). La distribucion del
peso en J. elbae resultd significativamente mayor en el peso (0.97+0.14 mm) (p<0.05) a
diferencia de J. curcas. El didametro aritmético, geométrico y area superficial (10.36+0.45
mm; 10.04+0.47 mm y 317.15+29.64 mm respectivamente) fue significativamente
superior (p<0.05) en J. curcas con respecto a J. elbae. La esfericidad de la especie J.
elbae fue mayor (0.82+0.07 mm) (Cuadro 10).

Los valores de las dimensiones J. elbae y J. curcas son superiores a los obtenidos por
Betancur-Prisco et al., (2014) y Sirisomboon et al., (2007) observando los siguientes
datos: largo (14.7-15.45 mm), ancho (8.49-10.25 mm), espesor (6.6-7.42 mm), diametro
geométrico (9.37-10.55 mm) y esfericidad (0.63-0.68 mm).

Cuadro 10 Propiedades fisicas de las semillas de Jatropha sin testa

J. curcas J. elbae
Variable Media Rango Media Rango
min-max min-max

Largo (mm) 14.19a + 1.05 12.48-16.93 10.60b + 0.46 9.46-11-48
Ancho (mm) 8.92a =+ 0.3 7.85-9.66 893a =+ 1.04 5.43-10.88
Espesor (mm) 804a =+ 0.83 6.08-9.68 701b + 1.28 3.32-9.60
Peso (g) 0.48b =+ 0.03 0.42-0.53 097a =+ 0.14 0.70-1.36
Da (mm) 10.39a * 0.45 9.54-11.15 8.85b + 0.84 6.28-10.43
Dg (mm) 10.04a =+ 0.47 9.07-10.73 8.69b + 0.93 5.68-10.39
Esfericidad (mm) 0.71b * 0.05 0.59-0.81 0.82a = 0.07 0.56-0.93
Area superficial 317.15a =+ 29.64 258.63-361.40 240.11b + 48.74 100.89-339.07

Valores con la misma letra dentro de filas son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey (p < 0.05) +
desviacién estandar.

Las correlaciones alométricas en las semillas y en las semillas sin testa, entre el peso y
las dimensiones, asi como entre las mismas dimensiones, se muestran en el Cuadro 11.
Las semillas de J. elbae mostré tres correlaciones positivas altamente significativas las
cuales se refieren al peso con el largo y el ancho (r=0.983, p=0.000; r=0.630, p=0.000),
y largo-ancho (r=0.610, p=0.000), seguido de una relacion moderada en el peso-espesor
(r=0.541, p=0.002) y en el largo-espesor (r=0.519, p=0.003). Con respecto a J. curcas
solo tuvo una correlacion moderada entre el peso-largo (r=0.460, p=0.011).
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Para el caso de las semillas sin cubierta seminal, J. elbae resultdé con dos correlaciones
positivas altamente significativas entre el peso-largo (r=0.585, p=0.001) y largo-ancho
(r=0.702, p=0.000), seguida de dos relaciones moderadas entre el peso-ancho (r=0.470,
p=0.010) y largo-espesor (r=0.597, p=0.000). En J. curcas la relacion significativa alta la
presentd el peso y largo (r=0.756, p=0.000). En las semillas de ambas especies las
correlaciones que coinciden con las reportadas por Valdés-Rodriguez et al., (2013) son

entre peso contra longitud y ancho (p<0.01).

Cuadro 11 Coeficiente de correlacién (r) alométrico en Jatropha

Especie J. curcas J. elbae
Variables Semilla Semilla Sir_‘ cubierta Semilla S_emilla S"?
seminal cubierta seminal

Peso largo 0.460 0.756 0.983 0.585
Peso ancho 0.040 -0.036 0.630 0.469
Peso espesor -0.039 -0.215 0.541 0.359
Largo-Ancho -0.078 0.028 0.610 0.702
Largo espesor -0.208 -0.317 0.519 0.597

La fraccion de la testa de ambas especies representa entre el 30 a 34 % del porcentaje
total de la semilla, valor que esta por debajo al reportado por Valdés-Rodriguez et al.,

(2013) para J. curcas el cual es de 38 %.

4.4.2. Extraccion y Propiedades fisicoquimicas del aceite

La extraccion de aceite por disolvente empleando hexano permitié determinar la cantidad
de aceites totales de la semilla libres de testa (ver Cuadro 12). EL contenido de aceite
no mostré tener una diferencia significativa entre J. elbae (57.02+5.42 %) y J. curcas
(53.13 + 4.07 %) (p>0.05). Ambos resultados caen dentro de los rangos reportados para
J. curcas 25.00-64.5 % (Makkar, et al., 1998; Openshaw, 2000; Kumar & Sharma, 2008;
Makkar, et al., 2008; Martinez-Herrera et al., 2010; He et al., 2011; Oskoueian, Abdullah,
Ahmad, et al., 2011; Raja, et al., 2011; Betancur-Prisco, et al., 2014). En el caso de J.
elbae, en este estudio se obtuvo un mayor porcentaje de aceite comparado con el de
Rodriguez-Acosta et al., (2010).
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En cuanto a la calidad de los aceites de las semillas de J. elbae y J. curcas se
determinaros varios pardmetros, como el indice de yodo, el cual indica el grado de
insaturacion de un aceite (O’Keefe & Pike, 2010). J. curcas obtuvo el mayor valor
(p<0.05) (90.25+0.71 gl2100 g*) con respecto a J. elbae (85.91+1.03 gl2100 g*) (Cuadro
12). De acuerdo a los reportes para J. curcas dicho valor oscila entre 89-112 gl2100 g*
(Rodriguez-Acosta et al.,, 2010; Rojas-Barohana & Aristizdbal-Torres, 2011). Sin
embargo, J. elbae resulta tener un valor mas alto del reportado por Rodriguez-Acosta et
al., (2010) (76.11+6 gl2100 g'*). Comparado con el aceite de Ricinus communis L. 57-90
gl2100 g-tambos valores se encuentran dentro del rango ( Ogunniyi, 2006; Scholz &
Nogueira da Silva, 2008; Canoira, Garcia Galean, Alcantara, Lapuerta, & Garcia-
Contreras, 2010). Por otro lado, el indice de saponificacion, no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) entre los valores de J. curcas y J. elbae (Cuadro 12) por lo que se
puede inferir que los triglicéridos de ambas especies tienen pesos moleculares
semejantes, estos valores son superiores a los reportados para J. curcas (188-209 mg
KOH g?) (Raja etal., 2011) y J. elbae (192.1+6.82 mg KOH g1) (Rodriguez-Acosta et al.,
2010). Ambos valores de las especies de Jatropha son mas altos que los reportados para
Ricinus communis L. (83-194 mg KOH g*') (Balley, 1984; Ogunniyi, 2006; Scholz &
Nogueira da Silva, 2008).

Cuadro 12 Porcentaje de aceite y Propiedades quimicas de Jatropha

J. curcas J. elbae
. Rango . Rango
Media Min-Max Media Min-Max

Aceite (%) 53.12a + 4.1 49.64-57.60 57.02a + 542 51.61-62.44
vodo 90.25a + 0.7 89.76-91.06 8591b *+ 103 85.06-87.06
(gl2100 g
Saponificacion 1956a + 1.0 19452-196.30 194.8a + 1.43 193.13-195.71
(mg KOH g*)
Acidez (%) 035a + 01 029041 022a + 016 0.08-0.35
Peroxidos 142a + 05 0.98-1.96 208a + 02  1.96-2.30

(meq O2 Kg?)

Valores con la misma letra dentro de filas son estadisticamente iguales con base a la prueba de Tukey
(p=<0.05) £ desviacion estandar.
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El indice de acidez mide la frescura del aceite, debido a la presencia y actividad de los
acidos grasos libres que provocan la rancidez. Los valores de ambas especies no
presentaron diferencias significativas (p>0.05) (Cuadro 12). Ninguno superé los valores
reportados por Rodriguez-Acosta et al., (2010) y Raja et al., (2011) de 0.92-6.16 % para
J. curcas, y de 0.3+0.047 % para J. elbae. Ambos valores son menores que los descritos
en R. communis (6 %) (Balley, 1984). El bajo porcentaje de acidos grasos libres en
ambas especies, permitio llevar a cabo la reaccidon de transesterificacion sin necesidad
de una esterificacion previa. Ademas, esta propiedad es deseable cuando los aceites se

destinan a la obtencién de biodipesel.

Para las semillas de Jatropha existen pocos datos acerca del indice de peréxidos,
Betancur-Prisco et al., (2014) reporta un valor de 0.469 meq Kg* para J. curcas, los
resultados de ambas especies fueron mas altos, pero inferiores a los del aceite de palma
(Phoenix canariensis Wilpret) de 3.62 meq Kg*( (Nehdi, Omri, Khalil, & Al-Resayes,
2010).

La viscosidad es la propiedad méas importante del aceite. Esta indica la resistencia al
flujo, y esta directamente relacionada a la temperatura, presion, y la formacion de laminas
gue impidan dejarse separar. Alta viscosidad indica alta resistencia al flujo y baja
viscosidad implica baja resistencia al flujo (Mobarak et al., 2014). La viscosidad absoluta
o viscosidad dinamica (1) del aceite a temperatura ambiente (20°C) fue de 67.809 y
66.795 mPas™ para J. curcas y J. elbae respectivamente (Cuadro 13 y Figura 11). Kumar
& Sharma, (2008) y Raja et al., (2011) reportan un indice de viscosidad de 40.4 mPas™
a una temperatura de 31°C , siendo muy semejante a la obtenida en este estudio de
44.937 mPas? y 44.295 mPas™ para J. curcas y J. elbae respectivamente a una
temperatura de 30°C (Figura 11).

La viscosidad cinematica (mm?/s) de Jatropha se muestra en la Figura 12., se observa

que a 30 °C J. curcas y J. elbae mostraron un mismo valor de 49 mm?/s* (Cuadro 13).
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Cuadro 13 Viscosidad y Densidad de Jatropha

J. curcas J. elbae
Propiedad 20°C 30°C 20°C 30°C
Densidad 0.9153 0.9094 0.9156 0.9087
(g/cm?)
Viscosidad dinamica
(d/mPas.) 68 45 67 44
Viscosidad cinematica 74 49 73 49
(mm?/s1)
Viscosidad dinamica
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Figura 11 Viscosidad dinamica o absoluta (20-90 °C) de dos especies de

Jatropha
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Figura 12 Viscosidad cinematica (20-90 °C) de dos especies de Jatropha
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La densidad de los aceites es debida a la composicion de los &cidos grasos (Ceriani et
al., 2008), ademas del tiempo y temperatura al cual son expuestos (Rodenbush et al.,
1999). La densidad del aceite a una temperatura de 20 °C fue 0.9153 gcm3y 0.9156
gcm3 para J. curcas y J. elbae respectivamente (Cuadro 13). Ambas densidades
coinciden con la reportada para J. curcas de 0.917 gcm3y el aceite de R. communis de
0.950-0.975 gcm (Rodriguez-Martinez et al., 2012).

En las Figura 13 y Figura 14 se muestran los espectros de resonancia magnética nuclear
de hidrogeno (RMN-1H) del aceite y biodiésel de J. curcas y J. elbae, respectivamente,
donde logra diferenciar los triglicéridos del biodiésel. Los triglicéridos se evidencian
gracias a las sefiales originadas por los protones base de ésteres del glicerol en & 4.13-
4.17 ppm como se observa en la figura a, espectro del aceite, la cual no se presenta en
el espectro del biodiésel, indicando que el biodiésel es de buena calidad. Este patron de
los protones del triglicérido es observado en todos los aceites como como en el aceite

de soja (Costa Neto, Balparda Caro, Mazzuco, & Nascimento, 2004).
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442.1. Perfil de 4cidos grasos

La influencia de la composicion de los acidos grasos en la velocidad de oxidacion del
biodiésel es mayor a la influencia de las condiciones ambientales como la luz, aire y la
presencia de metales. Los ésteres metilicos de los &cidos grasos monoinsaturados (18:1)
son considerados mejores que los poliinsaturados (como el linoleato de metilo (18:2 y
18:3) en términos de estabilidad oxidativa (Pinzi et al., 2009). Los residuos de
monoglicéridos y diglicéridos en el biodiésel afectan su calidad, debido a que suelen

precipitar y ocasionar turbidez en el producto final (Cedrén, Moncada, & Mendoza, 2014).

En el Cuadro 14 se muestra el perfil de acidos grasos de los aceites de J. elbae y J.
curcas. En ambas especies los tres acidos grasos predominante fue el linoleico, oleico y
palmitico. Entre el 80 y 74 % corresponde a los acidos grasos insaturados, mientras el

20y el 26 % son los acidos grasos saturados, para J. curcas y J. elbae respectivamente.

Dicho perfil de acidos grasos coincide con lo descrito en la literatura para J. curcas, el
mayor porcentaje es para los acidos grasos insaturados como el oleico con 37 a 49 %,
linoleico 32.1 a 44.0 %, palmitoleico 0.9 a 1.5 %; seguido de los acidos graos saturados,
palmitico 4.2 a 15.6 % y esteérico 2.0 a 9.7 % (Kumar & Sharma, (2008); Raja et al.,
(2011); Rodriguez-Acosta et al., (2010)). Y en J. elbae el perfil fue: linoleico 48 %, oleico
22 %, palmitico 12 % y estearico 7 % (Rodriguez-Acosta et al., 2010).

Cuadro 14 Perfil de &cidos grasos del aceite de Jatropha por disolvente (%)

Acidos grasos J.curcas  J.elbae
AGS % 19.12 23.84
Palmitico C16:0 11.40 16.25
Esteérico C18:0 7.42 7.22
AGI % 80.88 74.29
Palmitoleico Ci16:1 0.63 1.50
Oleico C18:1 w9 36.13 28.67
Linoleico C18:2 w6 42.67 42.86
Linolenico C18:3 w3 0.19 0.12
Otros 1.55 3.39
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4.4.2.2. Valor calorifico (Calor de combustion)

El valor calorifico del aceite y biodiésel de J. elbae y J. curcas no fueron estadisticamente
diferentes se ubica en los 39.00 MJKg! (Cuadro 15). El calor de combustién de los
aceites vegetales es superior cuando éstos poseen una mayor cantidad de acidos grasos
de cadena larga (Ratnayake & Daun, 2004) e incrementa de acuerdo a la longitud de
ésta (Levine et al., 2013)

Cuadro 15 Valor Calorifico del aceite y los FAME de Jatropha

J. curcas J. elbae
EM 39.552 39.682
Aceite 39.33 39.33

4.5. CONCLUSION

Los resultados de la caracterizacion morfolégica de las semillas manifestaron una
diferencia significativa entre J. curcas y J. elbae obteniendo los datos mas altos en J.
elbae, estableciendo de este modo una diferencia morfolégica entre estas dos especies.
La mediana y alta dependencia entre el largo de la semilla con el peso total nos indica
gue puede ser un atributo deseable para esta especie. Dado que la productividad y
calidad de las semillas se ha visto mejorada al seleccionar las variables mas altas entre
peso y largo, debido a que las semillas con estas variables contienen mayor reserva
energética que las de menor tamafio, lo cual ayuda a la germinacion porque provee
mayores recursos. Ademas, hay que considerar que esta correlacion puede ser afectada

por la fertilidad del suelo, el clima y el manejo agronémico.

La testa representa en ambas especies casi el 30 % de la masa de la semilla. Indicando
qgue la cubierta seminal debe de ser retirada previamente al proceso de extraccion, lo

cual disminuiria la energia requerida en el proceso de extraccidon de aceite.

Ambas especies del género Jatropha presentaron un alto contenido de aceite y el indice
de yodo y de acidez indican la buena calidad, por lo que estas especies son de utilidad

para la obtencion de aceites destinados a usos diversos.
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Para finalizar, el indice de saponificacion alto le confiere propiedades que le permiten ser
utilizado como base para jabon y biodiésel. En lo referente al andlisis de rancidez el nivel
de acidez y peroxidos fueron bajos lo que le confiere mayor estabilidad porque no

contiene numerosos oxigenos y dobles enlaces.
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V. PROPIEDADES NUTRACEUTICAS DE LA SEMILLA DE
Jatropha elbae J. Jiménez Ram. Y Jatropha curcas L.
RESUMEN

Las semillas de J. elbae se consumen ocasionalmente en las comunidades de Jolalpan e
Ixcamilpa de Guerrero, sin embargo, sus propiedades nutracéuticas y téxicas no han sido
estudiadas. El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades nutricias, antioxidantes y
téxicas de las semillas de J. elbae comparadas con las semillas de J. curcas. Las semillas de las
dos especies en estudio fueron sometidas a un analisis proximal de acuerdo al método Weende,
ademés se determinaron las propiedades antioxidantes, en las semillas libres de grasa,
cuantificando los fenoles totales y la evaluacién de la capacidad antioxidante por los métodos
DPPH y FRAP. Asimismo, se cuantificaron los esteres de forbol por HPLC. De acuerdo con el
andlisis proximal ambas especies contienen igual cantidad de aceite, sin embargo J. curcas
contiene 27.31 % de proteina, mientras que J. elbae contiene mayor cantidad de extracto libre
de nitrogeno (17.13 %). El contenido fendlico de ambas especies fue estadisticamente igual, de
0.20-0.21 mg EAG g2, pero menor que el descrito en la literatura para J. curcas colectada en
Malasia. El bajo contenido fendlico coincide con su baja capacidad antioxidante y los dos
métodos para evaluarla concuerdan. Finalmente, de acuerdo con los resultados J. elbae esta
libre de esteres de forbol. Por lo tanto, las semillas pueden ser un complemento alimenticio
seguro para los poseedores de este recurso natural, ademas su valor nutracéutico se debe
principalmente a los acidos grasos insaturados y no asi a los compuestos fendlicos que se

encontraron en cantidades muy bajas.
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NUTRACEUTICAL PROPERTIES OF Jatropha elbae J. Jiménez Ram.
AND J. curcas L.

ABSTRACT

The seeds of J. elbae are occasionally consumed in the communities of Jolalpan and Ixcamilpa
of Guerrero, however, their nutraceutical and toxic properties have not been studied. The
objective of this research was to evaluate the nutritive, antioxidant and toxic properties of the
seeds of J. elbae compared with the seeds of J. curcas. The seeds of both species under study
were subjected to a proximal analysis according to the Weende method. In addition, the
antioxidant properties were determined in the fat free seeds, quantifying the total phenols and the
evaluation of the antioxidant capacity by the DPPH and FRAP. In addition, phorbol esters were
guantified by HPLC. According to the proximal analysis, both species contain equal amounts of
oil (58.65-58.79 %), however J. curcas contains 27.31 % protein, while J. elbae contains more
nitrogen free extract (17.13 %). The phenolic content of both species was statistically the same
0.20-0.21 mg EAG g;1, But lower than that described in the literature for J. curcas collected in
Malaysia. The low phenolic content coincides with its low antioxidant capacity and the two
methods to evaluate it agree. Finally, according to the results J. elbae is free of phorbol esters.
Therefore, seeds can be a safe food supplement for the holders of this natural resource, in
addition their nutraceutical value is mainly due to unsaturated fatty acids and not so to phenolic

compounds that were found in very low amounts.

Key words: seed, Weende, phenols, antioxidant, J. elbae.
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5.1. INTRODUCCION

El sistema alimentario mundial enfrenta hoy el importante reto de nutrir a mas personas
en medio de la disminucion de los recursos naturales y un medio ecoldgico mas fragil.
Los sistemas agricolas actuales tienen la necesidad de desarrollar procesos sostenibles,
gue van desde el fomento del empleo y la mitigacion del cambio climético hasta la mejora
de la nutricién y la salud (Shenggen & Brzeska, 2016). Este problema se convertira cada
vez mas urgente, ya que la demanda de alimentos aumentara aproximadamente el 60 %
en las proximas décadas. Por lo tanto, nuevas fuentes alimenticias para el consumo

humano y/o animal son una importante tendencia de investigacion (FAO, 2011).

Del género Jatropha es J. curcas la especie mas investigada, debido a que es nativa de
México y Centro América, ha sido introducida en mucha areas tropicales y subtropicales
incluyendo India, China, Africa y Norte América (Abou-arab & Abu-salem, 2010). Se dice
gue es un género multipropdsito con significancia econémica porque reportan diferentes
usos desde industrial, forestal, medicinal, ornamental hasta alimenticio (Cérdova Téllez
et al., 2015). En el contexto nutricional de las semillas, el analisis por el Método de
Weende del contenido de proteina cruda abarca un rango de 19 a 32.40 %, humedad de
4.08 a 10.18 %, carbohidratos de 8.36 a 14.96 %, fibra de 2.48 a 53.210 %, ceniza 1.20
a 5.42 % y aceite de 26.52 a 59.63 % (Cano-Asseleih, 1992; Makkar, Becker, Sporer, &
Wink, 1997; Makkar, Becker, & Schmook, 1998; Akintayo, 2004; Abou-arab & Abu-salem,
2010; Martinez-Herrera, Martinez-Ayala, Makkar, Francis, & Becker, 2010; ). El contenido
de aminoacidos comparado con el patron FAO/OMS son similares, la lisina es un
aminoacido limitante, pero el contenido de triptéfano y azufrados son superiores al patron
(Castill, Arenas, & Jiménez, 1991; Makkar & Becker, 1999).

Los antioxidantes encontrados en los alimentos son una categoria heterogénea de
moléculas. Los antioxidantes son compuestos o sistemas que pueden interactuar de
forma segura con los radicales libres y terminar la reaccion en cadena antes de que las
moléculas vitales resulten dafiadas (Oroian & Escriche, 2015). Varios estudios clinicos y
epidemiologicos han demostrado que el consumo de alimentos ricos en antioxidantes

naturales, tales como frutas y verduras, son beneficiosos para la salud debido a su
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capacidad para prevenir algunos problemas de salud, como enfermedades cardiacas y
cancer, cataratas, degeneracion muscular y enfermedades neurologicas (Corral-Aguayo,
Yabhia, Carrillo-Lépez, & Gonzéalez-Aguilar, 2008).

Se ha establecido que los efectos antioxidantes se deben principalmente a los
compuestos fendlicos de la planta. La concentracion de los compuestos antioxidantes
podria alterarse dependiendo de las condiciones de cultivo, edad de las plantas,
condiciones climaticas y otros factores (El Diwani, Rafie, & Hawash, 2009). Razén por la
cual desde el punto de vista agronémico es importante evaluar la heredabilidad (h?) de

sus atributos antropocéntricos.

El analisis fitoquimico en diferentes partes de la planta principalmente las hojas, raices y
tallo de J. curcas muestran que contienen fenoles, flavonoides, saponinas y algunos
compuestos alcaloides (El Diwani et al., 2009; Oskoueian, Abdullah, Saad, et al., 2011),

pero lamentablemente pocos estudios se han realizado en la semilla.

En general las especies del género Jatropha son téxicas, aunque existen genotipos no
toxicos, como es el caso de J. curcas en el Totonacapan, cuyas semillas se han
consumido desde épocas muy remotas, siendo esto una evidencia de su domesticacion
(Vera-Castillo et al., 2014). Se ha descrito anteriormente a las semillas como buena
fuente de aceite, que puede ser utilizado como sustituto de diésel y en la fabricaciéon de
medicamentes, cosméticos y jabones. Ademas, las semillas y/o la pasta residual
(obtenida del proceso de extraccion de aceite) son ricas en proteina, pero debido a la
toxicidad que presentan algunas variedades, en especial de Sudamérica, India, China y

Madagascar, dificulta su uso para la alimentacion (Cérdova Téllez et al., 2015).
Este estudio determind las propiedades nutracéuticas, la presencia de compuestos

fendlicos (vinculados a la actividad antioxidante de la semilla), asi como su toxicidad, en

la especie J. elbae con distribucion endémica a México y J. curcas.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Material vegetal.

La colecta de frutos de J. elbae se hizo en el mes de septiembre del 2015, en el municipio
de Jolalpan al sureste del estado de Puebla. Se contabilizaron 26 arboles, de los cuales
22 estuvieron en etapa de produccion de semillas. Los frutos colectados fueron
unicamente los que presentaron una coloracion amarilla a café (Garay, Hidalgo, Alegria,
& Mendieta, 2012; Zavala-Hernandez, 2014). Las semillas de J. curcas fueron

compradas en el municipio de Jonotla, estado de Puebla.

5.2.2. Composiciéon Analitica de la Pasta Residual
Analisis Proximal (Sistema de Weende).

Todos los andlisis se hicieron por triplicado y bajo el método de la FAO, (2015).

a. Humedad
Aproximadamente 5 g de Jatropha (J. elbae y J. curcas) previamente molida, se colocé
en un crisol a 105 °C por 12 h. La muestra se dejo enfriar en un desecador y se peso

nuevamente. El porcentaje de humedad se calcul6 de acuerdo con la Ecuacién 2.10.

[(B-A) — (C-A)]
(B-A)

Contenido de humedad (%) = 100 * Ec. 2.10

Donde:
A = Peso de la charolilla seca y limpia (g)
B = Peso de la charolilla + muestra humeda (g)

C = Peso de la charolilla + muestra seca (g)

b. Ceniza

En un crisol de porcelana que previamente se calcind y se llevd a peso constante, se
colocé 1 g de muestra de Jatropha. Este se coloc6 en una mufla a 550 °C por 2 horas,
posteriormente se dejo enfriar en un desecador y cuidadosamente se pes6 nuevamente
el crisol conteniendo la ceniza. El porcentaje de ceniza se calcul6 de acuerdo con la

Ecuacién 2.11.
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A-B

Contenido de ceniza (%)= 100 * Ec. 11

A = Peso del crisol con muestra (Q)
B = Peso del crisol con ceniza (g)

C = Peso de la muestra (g)

c. Proteina Bruta (PB)

El procedimiento se dio en dos etapas:

La primera es la desintegracion de la materia organica.

En un matraz Kjeldahl de 800 mL se colocé la muestra de Jatropha (0.5 g), sulfato cuprico
(CuSO0a4) (5 g) y &cido sulfarico concentrado (H2SOa) (12.5 mL). Posteriormente se monto
en un sistema de extraccion de humos, donde se calenté la mezcla a una temperatura
moderada por 30 minutos o hasta obtener un color negro a verde turquesa. La mezcla
se dej6 enfriar y se adicioné lentamente y de forma continua 125 mL de agua destilada
antes del que el residuo digerido se solidificara. Finalmente se adicioné 50 mL de
solucién de hidroxido de sodio (NaOH 28.6 %) y se adicion6 20 piedras de ebulliciéon.
Segunda etapa destilacién del amoniaco.

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se coloc6 32 mL de acido bdrico (BOz2) con dos
gotas de Rojo de Metilo al 0.1 % y se colocd bajo el refrigerante del destilador. El matraz
Kjeldahl con la mezcla se colocé rapidamente al refrigerante del destilador, tapandolo
perfectamente. Del matraz Kjeldahl se destilé unas dos terceras partes del contenido en
el matraz Erlenmeyer. Se retir6 el matraz Erlenmeyer antes de apagar el mechero para
evitar el sifoneo. Finalmente, el destilado se titulé con una solucion valorada de HCL 0.1
N hasta la aparicion de un color rosa tenue. El porcentaje de proteina fue obtenido a
partir de las Ecuaciones 2.12-2.14

L, Miliequivalente del nitrogeno+100
% de nitrégeno= 1 g = Ec. 2.12
(g) de la muestra

La proteina vegetal (PV) en promedio tiene 16 % de N se tiene:
1 g N+100 g PV

=6.25¢g Ec. 2.13
16 gde N
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6.25 g de PV tiene un gramo de N, por lo tanto:
(% de nitrégeno * 6.25 g de PV) Ec. 2.14

d. Extracto Etéreo (EE)

En este método, las grasas de la muestra de Jatropha fueron extraidas con éter dietilico
y evaluada como porcentaje del peso después de evaporar el disolvente. Previamente 1
g de muestra de Jatropha se sec6 a temperatura constante (100 °C) por un lapso de 4 h,
de esa muestra se pes6 aproximadamente 0.7 g y se depositdé dentro de un dedal de
celulosa el cual se coloc6 dentro del porta dedal y se fij6 al condensador del aparato de
extraccion Goldsfich. Posteriormente se adiciond 35 mL de éter dietilico anhidro debajo
del condensador y se dejo calentar por 6 h a una temperatura alta hasta dejar 2 mL de
éter dietilico anhidro y se introdujo a la estufa a 100 °C por 30 minutos. Finalmente, se
coloco en el desecador y se procedio a pesar. El porcentaje de proteina fue obtenido a
partir de las Ecuaciones 2. 15.

gramos e extracto étereo

% Extracto etéreo base seca= *100 Ec. 2.15

gramos de muestra seca

e. Fibra Cruda (FB)

Al extracto del residuo proveniente de la determinacion de E.E. de Jatropha (0.5 g) se
adiciono6 100 mL de &cido sulfarico (H2SOa4) 0.255 N caliente (80 °C). Inmediatamente se
conecto el vaso al digestor de fibra cruda con las parrillas previamente calentadas, donde
se dej6é por 30 minutos moviéndolo ocasionalmente. Posteriormente se retird el vaso y
se procedi6 a la filtracién al vacio con un embudo Buchner lavando con 125 mL de agua
hirviente, hasta obtener un pH neutro. La muestra suspendida en el filtro se transfirié a
un vaso Berzelius y se agregd 100 mL de la solucién hidroxido de sodio (NaOH) 0.313 N
caliente. Nuevamente la muestra se coloco a reflujo por 30 minutos, se filtré al vacio y se
lavo hasta que el agua de lavado alcanzé un pH neutro. La muestra fue recolectada en
un crisol y se coloc6 en un horno a una temperatura de 110 °C durante 12 horas

Finalmente la muestra se peso antes y después de incinerarla en la mufla (500-550 °C)
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durante 2 horas o hasta cenizas blancas. El porcentaje de la fibra cruda se obtuvo
Ecuacién 2.16.

Peso de la muestra con crisol—peso del criso

% de Fibra Cruda (FC)= *100 Ec. 2.16

gramos de la muestra

f. Extracto Libre de Nitrégeno (ELN)
El porcentaje del ELN (carbohidratos) se obtuvo de acuerdo a la Ecuacién 2.17.

Extracto Libre de Nitrogeno (%) = 100-(A+B+C+D+E) Ec. 2.17

Donde:

A = Contenido de humedad (%).

B = Contenido de proteina cruda (%)
C = Contenido de lipidos crudos (%)
D = Contenido de fibra cruda (%)

E = Contenido de ceniza (%)

5.2.3. Compuestos Fendlicos y Capacidad Antioxidante
Para la cuantificacion de fenoles totales y capacidad antioxidante utilizaron las semillas

libres de grasa. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

a. Preparacion de extractos

Los extractos se obtuvieron de acuerdo con la metodologia de Wang, Bostic, & Gu,
(2010) con modificaciones. La muestra (1 g) fue suspendida en 10 mL de metanol/agua
4:1 (vlv), el pH se ajusté a 3.0 con acido clorhidrico HCI al 10 %, después se agitb en
vortex (5 min, a 3000 rpm, Vortéx synergy, WVR International) y se sometié a sonicacion
por 15 min (Ultrasonic Cleaner 8890, Cole Parmer). Posteriormente se agité (30 min a
30 °C) en una incubadora (Orbital Prendo INO-650 M) y finalmente la mezcla fue
centrifugada (1277 g, 15 min) (SOLBAT J-600, México). Los sobrenadantes fueron
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recuperados y aforados a 15 mL con el disolvente empleado para la extraccion,
conservandose en frascos ambar y refrigerados (-21 °C) para el andlisis posterior de

fenoles totales y capacidad antioxidante.

b. Determinacion de Fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado en microplacas mediante el ensayo de
Folin-Ciocalteu de acuerdo con la metodologia de Singleton & Rossi, (1965). Microplacas
de 96 pozos fueron utilizadas para llevar a cabo la reaccion, en cada pozo se colocaron:
una alicuota de la muestra a analizar, con la dilucion adecuada o de curva estandar (25
pL), agua destilada (125 pL), el reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:10 con agua
destilada (20 pL) y finalmente se agreg6é Na2COs al 20 % (30 pL). La mezcla fue agitada
y se dejo reposar durante 30 min en ausencia de luz, la absorbancia frente al blanco fue
medida a 765 nm en un lector de microplacas multidetector con inyectores Synergy® HT
equipado con el software Gen5 de andlisis de datos (Biotek Instruments Inc., Winoosky,
VT, USA). La ecuacion obtenida de la curva fue utilizada para determinar la
concentracion de fenoles totales en la muestra. Los resultados fueron expresados como
miligramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra en base seca (mg EAG
gre) la curva de calibracion del acido gélico se prepar6 en un rango de concentracion de
0.001 a2 0.01 mg mL™.

c. Ensayo DPPH

La capacidad de atrapamiento de radicales libres en extractos de Jatropha se midio
utilizando el ensayo DPPH descrito por Cheng, Moore, & Yu (2006) adaptado a
microplacas. En los pozos de la microplaca fueron mezclados 200 pL de los extractos a
una concentracién de 0.66 mg mL-1 y 50 pL de disolucion de DPPH (0.099 mM). Como
blanco se emple6 metanol al 80 % (250 pL) y como control una mezcla de metanol al 80
% (200 pL) y DPPH 0.099 mM (50 pL). La curva estandar de Trolox tuvo una
concentracion entre 9.98 a 44.94 yM. La microplaca fue agitada y conservada en
oscuridad durante 30 min y la absorbancia se midio a 515 nm en el lector de microplacas.

El porcentaje de DPPH degradado fue determinado de acuerdo a la Ecuacién 2.20 y fue
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expresada como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca

(umol ET g;J) El intervalo de la curva de calibracion de Trolox fue de 9.98 a 44.94 uM.

Am-Ab
Ac—Ab

% DPPH degradado = (1 - ) x 100 Ec. 2.20

Donde Am= absorbancia de la muestra, Ab=absorbancia del blanco, C=absorbancia del
control representa antioxidante de referencia o de la muestra, blanco y el control. El
porcentaje de reduccion del DPPH fue graficado contra las concentraciones de las
muestras y la concentracion inhibitoria 50 (Clso) fue calculada de la ecuacion de regresion

obtenida.

d. Ensayo FRAP

Descrito por Benzie & Strain, (1996) adaptado a microplacas fue utilizado para medir el
poder reductor de los extractos de Jatropha. Se prepararon las siguientes disoluciones:
buffer pH 3.6 (4.624 g de C2H3NaO2 HCI 40 mM y disolucion FeClz 3H20 y 18.2 mL
C2H402), TPTZ (2, 4, 6 Tripiridil-s-triazina) 10 mM en 3H20 20 mM. La disolucion FRAP
fue preparada al momento de su uso mezclando en proporcion 10:1:1 la solucién buffer,
solucién TPTZ y FeCls 3H20. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 20 pL de
extracto o de la curva de Trolox, 180 pL de la disolucion FRAP y 60 pL de agua destilada,
como blanco fueron inyectados 200 pL de la disolucion FRAP y 60 pL de agua destilada.

Después de 30 s se midi6 la absorbancia a 734 nm en el lector de microplacas. Los
resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de
muestra en base seca (umol ET g3 ). La ecuacion obtenida de la curva de calibracion de
Trolox fue utilizada para determinar la capacidad antioxidante de las muestras. El
intervalo de la curva de calibracién de Trolox fue de 3.84 a 46.10 uM.

5.2.4. Cuantificacion de Esteres de Forbol
Los esteres de forbol se cuantificaron de acuerdo al método descrito por He et al. (2011)

con algunas modificaciones, las semillas sin testa (aproximadamente 100 mg), fueron
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trituradas en un mortero con pistilo. La muestra fue transferida a un tubo falcon y se
adicionaron 4 mL de hexano:isopropanol 3:2 (v/v). Después se agitdé en una plataforma
rotatoria 1 h, a 200 rpm, a 25 °C) (Orbital Prendo INO-650 M). Posteriormente, la mezcla
se centrifugod (a 1000g por 10 minutos). El sobrenadante fue recuperado y se extrajo con
3 mL de hexano/isopropanol (x2) y después con 3 mL de isopropanol. Los tres extractos
se juntaron y fueron secados con sulfato de sodio anhidrido (0.5 g) y se filtr6. El
disolvente se evapor6 a sequedad con helio (He). El residuo resultante se mezclé con 2
mL de hexano y 2 mL de acetonitrilo grado HPLC, se agito en vortex (3 min a 3000 rpm)
y se centrifugé a 1000 g por 10 minutos para remover el hexano. Después se hicieron
dos lavados con 2 mL de hexano y se repitieron las mismas operaciones de
centrifugacion y evaporacion. Finalmente se eliminé completamente el disolvente con
una corriente de helio, el extracto se refrigerd hasta llevar a cabo su andlisis. El analisis
de los ésteres de forbol se llevé en un HPLC-MS (Agilent 1200 Series acoplado con
Detector UV-Vis arreglo de diodos Water 2996 y un Espectrometro de Masas Bruker
Esquire 6000) con una columna Luna C18(2) (100A 100 x 2.00 mm 3 um), se inyectaron
20 uL del extracto previamente disueltos en etanol (1 mL). Los disolventes de elucion
fueron (A) agua 0.1 % con acido férmico y (B) acetonitrilo 0.1 % con acido férmico. La
condicion del flujo fue 5 % disolvente B de 0-5 min, con un gradiente linear de 80 % de
5-40 min, después al 100 % del disolvente B del 40-50 min y finalizando con el 100 %
del disolvente B de 50-60 min. Se us6 un detector UV 240 - 280 nm, como referencia
interna se utilizé el estdndar phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich). Los
tiempos de retencién se registraron entre 25 a 53 min de acuerdo con Makkar et al., 1997;
Cai-Li et al., 2010 y Devappa, Makkar, & Becker, 2013 . Las sefales del cromatograma
fueron sometidas a masas para determinar los pesos moleculares de los esteres de

forbol (Devappa et al., 2013).

5.3. Andlisis estadistico
Los datos fueron analizados por ANOVA usando MINITAB17 Statistical Software Inc. Ls
diferencias entre las medias se utilizé una prueba de Tukey (p<0.05). Los valores fueron

expresados como las medias + desviacion estandar (SD).
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5.4. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1. Material vegetal

Las semillas de J. elbae fueron colectadas en el mes de septiembre de 2015 en el
municipio de Jolalpan, estado de Puebla. El ejemplar para la confirmaciéon taxonémica
fue depositado en el Herbario JES del &rea de Biologia del departamento de Preparatoria
Agricola de la Universidad Autbnoma Chapingo con nimero de registro 33531. Por otro
lado, las semillas de J. curcas fueron compradas en el municipio de Jonotla, estado de

Puebla.

5.4.2. Composicion analitica de la semillay cubierta seminal

Analisis Proximal (Sistema de Weende)

El analisis proximal de las semillas de Jatropha mostr6é que el extracto etéreo, luego de
la proteina, y la fibra fueron los componentes mayoritarios y en la cubierta seminal la
fibra, la humedad y la proteina. Los resultados fueron estadisticamente diferentes
(p<0.05) en las dos especies para la semilla sin cubierta seminal proteina, nitrogeno,
fibra y cenizas; en la cubierta seminal fue: nitrégeno, proteina, extracto etéreo y fibra
(Cuadro 16).

Los resultados de las semillas sin cubierta coinciden con los descritos para J. curcas:
humedad de 4.08-10.18 %, ceniza de 1.2-5.42 %, proteina de 18.00-32.40 % y fibra de
2.48-53.10 % y extracto etéreo 26.53-59.63 % (Cano-Asseleih, 1992; H. Makkar et al.,
1997, 1998; Akintayo, 2004; Abou-arab & Abu-salem, 2010; Martinez-Herrera et al.,
2010).
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Cuadro 16 Anélisis proximal de semillas de Jatropha

Semilla (Sin cubierta seminal) Cubierta seminal

J. curcas J. elbae J. curcas J. elbae
Humedad 3.10a =+ 0.07 3.18a + 0.04 7.16a = 0.02 417b + 0.01
Cenizas 3.08b + 0.02 3.29a + 0.02 325b £+ 1.30 12.13a = 0.38
Nitrégeno 442a + 0.07 266b + 0.10 0.79a + 0.03 059b £ 0.05
Proteina 2731a = 0.76 16.41b =+ 0.35 490a =+ 0.10 353b £ 0.25

EE 58.79a + 0.01 58.65a =+ 0.97 233b + 0.05 3.71a * 0.78
Fibra 582b =+ 0.00 499a =+ 0.07 7491a = 1.36 47.01b + 0.67
ELN 591b * 0.77 17.13b =+ 121 1423b * 212 3293a + 046

Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey (p <

0.05) + desviacién estandar. E.E= Extracto Etéreo; ELN=Extracto libre de Nitrégeno.

5.4.3. Capacidad antioxidante de la pasta residual

El Cuadro 17 muestra los resultados de los fenoles totales y el andlisis de la capacidad
antioxidante por dos métodos para cada especie de Jatropha. El contenido de fenoles
totales es igual. Los dos métodos de capacidad antioxidante en este estudio tienen la
misma tendencia lo cual da confiabilidad a los resultados. Estos valores fueron bajos en
comparacién con el encontrado (3.9+0.23 mg/g DM) para J. curcas en accesiones de
Malasia (Oskoueian et al., 2011) .

Cuadro 17 Fenoles totales y Andlisis de actividad antioxidante en Jatropha.

Fenoles totales DPPH FRAP
Especie _1 _1 1
(mg EAG 8p5) (Mmol ET gps) (Mmol ET gps)
J. curcas 0.21a = 0.03 0.0035a + 0.0044 0.0027a =+ 0.0005
J. elbae 0.20a * 0.02 0.0027a + 0.00004 0.0027a + 0.0001

Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey (p < 0.05) + desviacion estandar.

5.4.4. Cuantificacion de esteres de forbdl
La cuantificacion de esteres de forbol se llevé acabo en J. elbae, debido a que no se

tienen datos registrados para esta especie. Los pesos moleculares de los picos del
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cromatograma no corresponden con los pesos moleculares encontrados en la literatura
para los esteres de forbol, por lo tanto, se concluye que dichos compuestos no estan

presentes en esta especie (Figura 15).

Cmpd 1, 30.0 min

Intensé* ext00140.d: +MS, 29.7-30.6min, 100%=823224
x1094

3429
0.8
0.6

0.4

0.24 9 685.1

0.0

200 400 600 800 m/z
Figura 15 Espectro de masa de J. elbae para determinar

presencia de ésteres de forbdl.

5.5. CONCLUSION

De acuerdo a los datos del andlisis proximal de las semillas de J. curcas y J. elbae, se
concluye que tienen propiedades nutricias diferentes. J. elbae contiene 17.13 % de
carbohidratos y J. curcas tiene un mayor contenido proteinico 27.31 %. Para el caso de
la cubierta seminal J. curcas presento6 un alto contenido de fibra 74.91 %y J. elbae 47.01
%, seguida de extracto libre de nitrogeno 32.93 %, lo que indica que son una buena
fuente de carbohidratos, proteina y fibra para la alimentacion humana y/o animal.

No hubo diferencia de las propiedades nutracéuticas de la pasta residual entre las
especies. Presentan menor capacidad antioxidante que la descrita para J. curcas del
Malasia.

En lo referente a la toxicidad de J. elbae, no hubo presencia de esteres de forbdl (PES),

lo que explica la inocuidad de esas semillas consumidas en las dos comunidades en

138



estudio (Jolalpan e Ixcamilpa de Guerrero, Pue., Mex.), donde en promedio se consumen

hasta 20 semillas sin presentar ningun efecto secundario purgante.
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VI. DIVERSIDAD GENETICA DE DOS POBLACIONES DE
Jatropha elbae J. Jiménez Ram.
RESUMEN

México ocupa un lugar dentro de los cinco paises megadiversos a nivel mundial, gracias a que tiene
aproximadamente el 12 % de la riqueza biolégica global, la cual se expresa en un complejo mosaico de
distribucion de especies, en el que se observan geograficamente lugares con riqueza de especies y
endemismos. Jatropha es un género que se describe con el 81 % de sus especies endémicas de México,
dentro del cual Unicamente la especie J. curcas ha sido muy estudiada, por su distribucién cosmopolita.
Trabajos de diversidad genética muestran que los genotipos provenientes de México son los mas diversos.
En el presente estudio, la utilizacion de 13 iniciadores ISSR permitid realizar el analisis de la diversidad
genética de dos poblaciones de J. elbae, especie endémica de México, utilizando paquetes estadisticos
Info-Gen ® y POPGEN 1.32. Se obtuvo un total de 162 bandas, de las cuales fueron polimorficas 161 (99
% de polimorfismo), con 8 a 16 bandas por iniciador, con un promedio de 12 bandas. EI AMOVA indica
gue la mayor diversidad genética se presenta dentro de las poblaciones (84.51 %) mas que entre
poblaciones (15.49 %). El andlisis de agrupamiento con el método de varianza minima de Ward y la
distancia de Dice [sqrt(1-S)] permitié la construcciéon de un dendrograma que separ6 claramente a los
individuos muestreados por poblacion. El indice de diversidad de Shannon oscil6 entre 0.3387 a 0.3400 lo
cual sugiere que las dos poblaciones de J. elbae estudiadas contienen una diversidad genéticamente
moderada, por lo que podrian ser sujetas a programas de conservacion, que permita mantener su
heterogeneidad como fuente de informacién genética con potencial de utilizacién en programas futuros de

mejoramiento de esta especie.

Palabras clave: conservacion, genética de poblaciones, endémica, dice, J. elbae.
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Autora: Michelle Xicotencatl Lozano.
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GENETIC DIVERSITY OF TWO Jatropha elbae J. Jiménez Ram.
POPULATIONS FROM MEXICO

ABSTRACT

Mexico has a place within the five megadiverse worldwide, due to the fact possess it has
approximately 12 % of the global biological resources with a complex mosaic of species
distribution, Jatropha is a genus that is described with 81 % of its species endemic to Mexico,
from which only J. curcas has been extensively studied because its cosmopolitan distribution. In
this study, the use of 13 ISSR primers allowed estimations of genetic diversity in two populations
of J. elbae endemic to Mexico. A total of 162 bands was obtained, from which 161 were
polymorphic (99 % of polymorphism), with 8 to 16 bands per primer, with an average of 12 bands
per primer. The highest values of polymorphic information content (PIC) ranged from 0.14 to 0.28.
AMOVA showed that the highest genetic variability occurred within populations (84.51 %), rather
than between populations (15.49 %)., Clustering analysis using Ward’s minimum variance and
Dice’s genetic distance [sqrt(1-S)], allowed the construction of a dendrogram that clearly
separated studied individuals into two groups, according to population of origin. The Shannon
diversity index ranged from 0.3387 to 0.3400, indicating that the two evaluated populations of J.
elbae contain moderate; therefore, they should be maintained to preserve their genetic
differences that could be useful in future breeding programs in this specie, which may be subject
to conservation programs, due to the ease of losing heterogeneity, due to the environmental crisis

in Mexico and the world.

Keywords: conservation, genetic population, endemic, dice, J. elbae.
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6.1. INTRODUCCION

Actualmente la diversidad de muchas especies atraviesa por una crisis, ya que varias de
ellas se encuentran amenazadas o en peligro y en el peor de los casos, ya se han
extinguido (Rocha & Gasca, 2007) a pesar de que varias de ellas son especies
endémicas de ciertos paises. Algunas requieren de la intervencidon humana para
mejorarlas y asegurar su sobrevivencia. Los principales factores que contribuyen a la
extincion son: la pérdida de habitat, la introduccion de especies exoticas, la
sobreexplotacion y la contaminacion. Estos factores son ocasionados por la humanidad
y estén relacionados al crecimiento no contralado de la poblacion humana (Frankham,
2003). Estos factores han reducido las grandes poblaciones originales de varias especies
a pequeiias poblaciones donde son susceptibles a efectos estocasticos (Frankham,
2003; Rocha & Gasca, 2007).

México cuenta con un numero considerable de especies endémicas, encontrdndose
dentro de este estatus al 81 % de las especies que corresponden al género Jatropha.
Dicho género pertenece a la familia Euphorbiaceae (Steinmann, 2002). Se distribuye en
casi todo México en climas secos, templados a hiumedos, con vegetaciones que van
desde bosques tropicales perennifolios hasta matorrales xeréfilos (Cérdova Téllez et al.,
2015; Martinez-Gordillo et al., 2002). Este género se caracteriza por tener muchos
atributos potenciales que le confieren una relevancia ecolégica, econémica y social ya
que varios de sus integrantes son utilizados en la reforestacion, en lo medicinal,
ornamental, ademas por ser una especie oleaginosa el aceite puede ser susceptible de
transformacion a esteres metilicos o bien para otros usos en la industria (Eric van der
Putten, Franken, Jongh, & Nielsen, 2010). La mayoria de los usos medicinales
reportados en la India, Africa, se centran en problemas relacionados con la piel,
cicatrizantes de heridas; ayuda a pacientes con aftas en la cavidad oral, para la caida
del cabello. También muchas de ellas tienen efectos purgantes y en casos extremos han
llegado a provocar la deshidratacion ( Mongkolvisut et al., 2006; Wong-Paz et al., 2010;
Leon-Pérez, 2013; Sabandar et al., 2013).
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J. curcas es una especie cosmopolita ya que se distribuye en Europa, Asia y América,
gracias a esa distribucién es la especie que tiene mas registros de andlisis con diferentes
marcadores moleculares como son: RAPD, ISSR; microsatélites, AFLP, SCAR vy
combinados entre si. Los objetivos de dichas investigaciones se han centrado en el
reconocimiento de la diversidad entre diferentes accesiones del mismo pais y en la
diversidad entre accesiones de diferentes paises, teniendo como meta el mejoramiento
genético de dicha especie (Ovando-Medina et al., 2011). Pocos son los estudios sobre

la diversidad poblacional que han realizado con fines de conservacion.

Una de las principales ventajas del uso de ISSR es que no se requiere informacién a
priori de las secuencias a amplificar, lo que es util cuando se quiere trabajar con especies
en las que se carece de esa informacion. Otra ventaja es la variacion dentro de las
regiones unicas del genoma, encontrdndose en varios loci simultineamente. La
identificacion de niveles significativos de variacion es muy util para el perfilado de ADN
en especies estrechamente relacionadas (Vicent & Fulton, 2003). El primer set nUmero
9 de 100 iniciadores denominados UBC desarrollados por la Universidad de British
Columbia, Canad4, ha sido muy utilizado por varios autores debido a su gran capacidad
de amplificacion y polimorfismo (Hu, Zhu, & Xu, 2000; Basha & Sujatha, 2007; Basha et
al., 2009; Tatikonda et al., 2009; Cai et al., 2010; Grativol et al., 2011; Tanya et al., 2011,
Mavuso et al., 2016).

Dado que Jatropha tiene una tasa alta en México y a la apremiante necesidad de conocer
la diversidad genética de las especies es necesario prestar atencion a especies como
Jatropha elbae mesurando su diversidad genética y estructural, por lo que en el presente
estudios se evaluaron dos poblaciones conformadas por 23 individuos cada una de ellas
con objeto de definir cudl de ellas podria funcionar como posible coleccién nicleo para

ser conservada.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Material vegetal

En el presente estudio se utilizd la especie J. elbae. Los sititos de colecta fueron
seleccionados de acuerdo a la revision previa de herbarios, definiéendose dos localidades
al sur del estado de Puebla: Ixcamilpa de Guerrero (Pob.1), y Jolalpan (Pob.2). Se
escogieron 23 individuos adultos sanos de cada localidad y se colectaron hojas jovenes
usando pinzas y guantes. Estas se colocaron en papel secante -sanitas- himedas y se
introdujeron dentro de bolsas plasticas autosellables previamente enumeradas, las
cuales fueron colocadas dentro de una hielera portétil y transportadas al Laboratorio de

Mejoramiento Genético Asistido de la Universidad Autonoma Chapingo.

6.2.2. Extraccion de ADN gendmico

La extraccion de ADN se aisl6 de las muestras colectadas mediante el método CTAB
con algunas modificaciones (Grativol, Da Fonseca Lira-Medeiros, Hemerly, & Ferreira
Gomes, 2011). Las hojas se lavaron con alcohol al 70 %. Posteriormente se pesaron y
maceraron con nitrégeno 0.3-0.5 g de material vegetal; se adicion6 700 pL de
amortiguador de extraccion CTAB precalentado a 65°C (2 % CTAB, 20 mM EDTA, 1.4 M
NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.0 y 0.2 % de mercaptoetanol). Cada tubo de 1.5 mL fue
incubado a 37°C por 20 min en un termoblock (Thomas Scientific Mod. 949414) y luego
se dejaron enfriar para colocarlos en una microcentrifuga (OHAUS Mod. FC5515) a
21’000 Xg durante 20 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo y lavado dos
veces, primero con 600 pL cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v) y luego con
isopropanol frio; en cada ocasion fue centrifugado a 12’000 Xg por 5 minutos. Una vez
gue se seco la pastilla ésta se resuspendioé agregando a cada tubo 700 uL de STE (100
mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA) y se agit6é vigorosamente para lograr disolver
el precipitado. Se colocé el mismo volumen de fenol y se agité vigorosamente con el fin
de mezclar las dos fases y centrifugar a 15’000 Xg por 5 minutos. Se recupero la fase
acuosa y se agrego6 el mismo volumen de cloroformo y posteriormente se centrifugo a
15’000 Xg por 15 min. A continuacién, se transfirio la fase acuosa a otro tubo al cual se

le adicionaron con 4 uL de RNasa (10 mg/mL), los cuales fueron incubados a 37°C por
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1 hora. Posteriormente se agregd 70 uL de acetato de sodio 3 My 700 uL de isopropanol,
se agitaron por inversion hasta obtener el precipitado de ADN, el cual se coloc6 a -20 °C
durante 30 minutos. Luego durante 5 minutos, se centrifugd a 15’000 Xg, se decanté
cuidadosamente el sobrenadante para no perder la pastilla y se le agregé 500 uL de
etanol al 70 %, luego se agitd por inmersion suavemente para disolver las sales. Por
ultimo, se centrifugé nuevamente a 15’000 Xg durante 5 minutos, se decantd y dejé
escurrir sobre un papel secante y se disolvio en 50 o0 100 uL de TE (10 mM, Tris HCI, 1
mM EDTA, pH 8.0) dependiendo del tamafio del precipitado, dejandolo en refrigeracion

a 4°C para su posterior analisis.

La calidad del ADN fue estimada por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % y la

concentracion fue cuantificada por medio de un NanoDrop Tm Lite (Thermo Scientific).

6.2.3. Obtencién de patrones ISSR

Primero se tomd una muestra al azar y se usaron en total 26 iniciadores tipo ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats), de los cuales 11 fueron iniciadores UBC del set no.9 de la
University of Britsh Columbia, Canadé, mientras que el resto de ellos fueron iniciadores
disponibles en el Laboratorio de Mejoramiento Genético Asistido de la UACh. Las
temperaturas de alineaciéon oscilaron entre los 38 a 61 °C Canada (Hu et al., 2000; Basha
& Sujatha, 2007; Basha et al., 2009; Tatikonda et al., 2009; Cai et al., 2010; Grativol et
al., 2011; Ovando-Medina et al., 2011; Sunil et al., 2011; Tanya et al., 2011; Mavuso et
al., 2016) (Cuadro 18). Con base en los resultados obtenidos se seleccionaron los 13
iniciadores que produjeron el mayor nimero de bandas bien definidas y se utilizaron en

todas las muestras para obtener los patrones de bandeo.
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Cuadro 18 Lista de iniciadores tipo ISSR utilizados en una muestra de J. elbae

No. Nombre 5-3 T°C No. Nombre 5 -3 T°C
1 ISSR-01  (CA)s AAGG 61 14 LOL-10  (GAG): GC 38
2 ISSR-02 (CA)s AAGCT 58 15 MESL-3 (TG)7G 46
3 ISSR-03 (GA)s CTC 58 16 UBC-809 (AG)sG 52
4  ISSR-04  (AG)sCTC 58 17 UBC-811 (GA)sC 52
5 ISSR-06 (AC)sCTG 58 18 UBC-812 (GA)sA 50
6 ISSR-07 (AG)s CTG 58 19 UBC-815 (CT)sG 52
7 ISSR-09 (AG)s C 52 20 UBC-818 (CA)sG 52
8 POI-01 (CA)s AGCT 48 21 UBC-827 (AC)sG 52
9 POI-02 (CA)s AGG 46 22 UBC-829 (TG)sC 52
10 POI-03 AGCT (GACA)3 48 23 UBC-836 (AG)s CTA 52
11  POI-04 (CT)s AGC 58 24 UBC-842 (GA)sCTG 58
12 LOL-08 (GTsCC 44 25 UBC-873 (GACA)4 48
13 LOL-09 (CAC)s GC 38 26 UBC-885 GTCATCGTC(GA)7 54

La mezcla de reaccion de PCR tuvé en un volumen total de 25 pL conteniendo 25 ng de
ADN, 200 yM de dNTP’s, 1 X PCR amortiguador (10 mM Tris pH 9.0, 50 mM KCI), 1.5
mM MgClz, 30 ng/reaccion, 1.5 U Taq DNA polimerasa (Invitrogen) (Basha & Sujatha,
2007; Basha et al., 2009). Las condiciones de temperatura y nimero de ciclos de
amplificacion por PCR se describen en el Cuadro 19. Las reacciones de PCR se llevaron
a cabo en usando un termociclador TECHNE TC.412.

Cuadro 19 Condiciones de temperatura de los ciclos de amplificacion
por PCR para la obtencién de los ISSR.

) Namero de
Fase Temperatura (°C) Tiempo )
ciclos

Pre-desnaturalizaciéon 93 4 1
Desnaturalizacion 93 20"

Alineamiento X 1' 40
Extension 72 20"
Extension final 72 6

¥ La temperatura de alineamiento dependié del iniciador utilizado para cada reaccién
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La separacion de los productos amplificados se realiz6 por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5 %. En cada extremo de la linea de pozos se coloc6 4 pyL de marcador de
peso molecular (Invitrogen de 1 Kb Plus DNA Ladder Cat No. 15615-016), se corrié en
un amortiguador 50 X TAE (2 M Tris-base, 50 mM EDTA, 50 mM &cido acético glacial)
a 120 V (Basha & Sujatha, 2007) durante 2 horas. El gel fue tefiido con ayuda de una
solucion de bromuro de etidio (0.5 pg/mL) durante 15 minutos, revelado y documentado
en un sistema de documentacion UVP (High Performance UV transilluminator, DigiDoc-

it 120 imaging System with TFM-26 Transilluminator).

6.2.4. Anédlisis estadistico

Con los patrones de bandeo obtenidos en los geles se construy6 la matriz basica de
datos (MBD), en la cual la presencia de una banda polimoérfica fue registrada con un valor
de 1y cuando ésta estaba ausente se registré como 0. Con la MBD se procedi6 a calcular
las distancias genéticas entre pares de accesiones y se selecciond la distancia de Dice
[sqrt(1-S)]. Estos analisis se llevaron a cabo con el programa Info-Gen ® de la Universidad
de Cordoba, Argentina. Posteriormente se realizé un analisis de agrupamiento mediante
el método de varianza minima de Ward y se construy6 el dendrograma respectivo. Para
corroborar el agrupamiento obtenido se realizé un analisis de coordenadas principales.
Con el objetivo de explorar la estructura jerarquica de la variabilidad genética entre
poblaciones de J elbae se realizd6 un andlisis molecular de varianza (AMOVA).
Adicionalmente, para evaluar la capacidad discriminatoria de los diferentes iniciadores
ISSR utilizados en el presente estudio se realizé una descriptiva de marcadores en la
cual se evaluaron las siguientes variables: nimero de bandas totales (BT), niumero de
bandas polimérficas (BP), nimero de bandas monomoérficas (BM), proporcion de loci
polimorficos (PMF (95)), contenido de informacion polimorfica (PIC), error estandar del
PIC (E.E), porcentaje de amplificacion (PA) y la probabilidad de que dos individuos
compartan el mismo alelo por azar (PDCIMA). Estos andlisis fueron obtenidos mediante
el uso del programa InfoGen®. Asimismo, se determind el indice de diversidad de
Shannon-Weaver(l), indice de diversidad de Nei (H) (1973), numero de alelos
observados (Na) y numero efectivo de alelos (Ne) mediante el programa POPGENE 1.32.
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. Analisis de agrupamiento

Mediante la MBD se calcularon distintas distancias genéticas entre pares de accesiones
y se eligio la distancia de Dice [sqgrt (1-S)] realizando un analisis de agrupamiento
mediante el método de varianza minima de Ward con el programa estadistico InfoGen®.
La matriz de distancias se usO para construir un dendrograma (Figura 16). En él se
observa que los marcadores tipo ISSR fueron eficaces para separar a los individuos
muestreados por poblacion, ya que el grupo | (en color azul) estuvo conformado por
individuos de la poblacién de Jolalpan, mientras que el grupo Il (en color rojo) se integré
por individuos pertenecientes a la poblacion de Ixcamilpa de Guerrero.

E'EZ WIC-' \YEE I'CE
Figura 16 Dendrograma de dos poblaciones Jatropha elbae construido con la

distancia genética de Dice mediante la varianza minima de Ward

Estos resultados coinciden con los encontrados por Basha et al. (2009), quienes
mediante el uso de marcadores ISSR fueron capaces de agrupar accesiones de J. curcas
de acuerdo con su procedencia geografica. Por lo que los resultados encontrados en el
presente estudio corroboran lo sefialado por Reddy, Sarla, & Siddig, (2002) acerca de
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gue los marcadores ISSR son repetibles, eficaces, simples y rapidos, y capaces de
separar individuos estrechamente relacionados, por lo que ratifican su utilidad en futuras

caracterizaciones de poblaciones de J. elbae.

6.3.2. Analisis de Coordenadas Principales (ACP)

Para explorar espacialmente la distribucion de la variabilidad genética de las dos
poblaciones de J. elbae estudiadas y corroborar el agrupamiento obtenido se realizo un
analisis de coordenadas principales usando la distancia de Dice [sqrt(I-S)] mediante el
programa Info-Gen ® (Figura 17). En ella se puede apreciar claramente la formacion de
dos grupos bien definidos, el grupo | (en rojo) formado por los 23 individuos
pertenecientes a la poblacién Ixcamilpa de Guerrero y el grupo Il (en azul) integrado por
22 de los materiales de Jolalpan, ratificando la agrupaciéon presentada en el
dendrograma. Sin embargo, se observa que uno de los individuos pertenecientes a esa
poblacion se aislé completamente de ambos grupos, lo cual sugiere que este material
podria ser genéticamente muy distinto al resto de los individuos estudiados y por tanto
podria resultar de interés dentro de un programa de mejoramiento genético por
hibridacién de este cultivo, ya que la heterosis de los hibridos esta en funcién directa a
la disimilitud genética de los padres que le dieron origen (Zeid, Schon, & Link, 2004).

o
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Figura 17 Representacion bidimensional de 46 individuos de J. elbae mediante
el andlisis de coordenadas principales usando la distancia de Dice [(sqrt(1-s)].
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6.3.3. Andlisis de Variabilidad Poblacional

a. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

La estructura jerarquica de la variabilidad genética presente en las dos poblaciones de J.
elbae estudiadas fue explorada mediante un analisis molecular de varianza (AMOVA)
(Cuadro 20). Los resultados obtenidos sugieren que la variabilidad genética molecular
observada dentro de cada poblacion fue mucho més importante (84.51 %) que la diversidad
molecular observada entre poblaciones (15.49 %). El estadistico F de Wright (Fst) o indice
de Fijacién indica la correlacion entre perfiles de una misma poblacién respecto a la
correlacion entre cualquier par de individuos tomados al azar del conjunto total (es decir la
fijacion de genes en la poblacion). El valor obtenido de 0.15 estadisticamente significativo,
sugiere que, a pesar de la variabilidad observada dentro de las poblaciones, el “factor”

poblacion produce una estructuracidén genética.

Cuadro 20 Andlisis molecular de varianza (AMOVA) en dos poblaciones de J. elbae.

FV SC gl CM p-valor Ccv PV Fst
Poblaciones 11256 1  112.56 <0.0001 3.89 15.49
Dentro 954.84 45 21.22 <0.0001 21.22 84.51

Total 1067.40 46  23.02 25.11 100.00 0.15

FV=Fuente de variaciéon, SC=Suma de cuadrados; gl=grados de libertad; CV=Componentes de

varianza; PV=Porcentaje de variacion; Fsr = indice de Fijacion de Wright

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con la estructura jerarquica de la
variacién encontrada por Ambrosi et al. 2010 y Mavuso et al. 2016 , quienes sefialan que la
variacién encontrada dentro de poblaciones de J. curcas fue mayor que la observada entre

poblaciones.

b. Anélisis de la Diversidad Genética

Con el objetivo de conocer en mayor detalle la diversidad genética y estructura
poblacional de los 48 materiales de J. elbae que se desarrollan en Ixcamilpa de Guerrero
y Jolalpan, Puebla, se realizaron analisis poblacionales mediante el paquete POPGENE
1.32. En el Cuadro 21 se puede apreciar que en general la diversidad genética de los
individuos muestreados fue moderada. EI nimero de alelos observados por locus

polimorfico (Na) y el niumero de alelos efectivos por locus polimérfico (Ne) fueron
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moderadamente altos entre las poblaciones. El indice de diversidad genética de Nei (H),
medida de la diversidad genética por locus dentro de poblaciones y el indice de Shannon
(), medida de la abundancia relativa de cada poblacién respecto al numero total de

individuos, oscilaron entre 0.2113 a 0.2130 y 0.3387 a 0.3400, respectivamente.

Cuadro 21 Estimadores de la diversidad genética de dos poblaciones

de J. elbae.
Na Ne H I
J. elbae 1.9938 1.36.24 0.2330 0.3743
Poblacién 1 1.8951 1.3284 0.2113 0.3400
Poblacién 2 1.8642 1.3362 0.2130 0.3387
Promedio 1.8797 1.3323 0.2122 0.3394

Na=Numero de alelos observados; Ne=Numero efectivo de alelos; H=indice
de diversidad de Nei (1973); I=Diversidad de Shannon.

La diversidad genética total (Ht) estimada (Cuadro 22) fue de 0.2339, mientras que la
diversidad intra-poblacional (Hs) fue de 0.2121. El flujo genético (Nm) estimado fue de
5.0941; valores de flujo genético por debajo de 0.5 son considerados como indicadores
de un alto nivel de homocigosis ocasionada por deriva génica, por lo que el resultado
obtenido sugiere un alto grado de heterocigosis. El coeficiente de diferenciacion genética
entre poblaciones (Gsrt) fue alto (0.894), indicativo de que el grado de diferenciacion

presente en ambas poblaciones de J elbae es muy alto.

Cuadro 22 Analisis de diversidad genética de Nei de dos poblaciones
de J. elbae de Puebla

Ht Hs Dst Gst Nm

0.2339 0.2121 0.0218 0.894 5.0941

Hr=Diversidad genética total; Hs=Diversidad intra-poblacional; Dsr=diversidad
genética inter-poblaciones; Gsr=Coeficiente de diferenciacion genética entre

poblaciones; Nm=Flujo de poblaciones.
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Al comparar los resultados obtenidos en este estudio con los obtenidos en trabajo similares de
diversidad genética realizados en J. curcas se observa que el nUmero de alelos por locus
polimérfico (Na) fue més alto que el reportado de 1.1600 a 1.6943, mientras que el numero de
alelos efectivos por locus polimorfico (Ne) cae dentro del rango obtenido paras J. curcas de entre
1.1270 a 1.3375 (Tanya et al., 2011; Mavuso et al., 2016). En relacion a los indices de diversidad
genética de Nei (H) y Shannon (1), los valores estimados para J elbae fueron superiores a los
encontrados para J. curcas, los cuales oscilan entre 0.0.06880 a 0.2007 y 0.0980 a 0.3065,
respectivamente (Ambrosi et al., 2010; Tanya et al., 2011; Mavuso et al., 2016;), lo cual sugiere

la existencia de una mayor diversidad genética existente en las poblaciones muestreadas.

c. Descriptiva de marcadores

En el Cuadro 23 se presenta la descriptiva de los 13 iniciadores utilizados en este estudio
para obtener los perfiles moleculares de los 46 ejemplares de J. elbae considerados en
este estudio. En él se observa que se obtuvieron un total de 162 bandas, de las cuales
161 fueron polimorficas (99 % de polimorfismo), con un promedio de 12 bandas por
iniciador, el niumero minimo de bandas amplificadas fue de 8 (LOL-09) y el méximo de
16 (ISSR-03). Los mayores valores de contenido de informacion polimérfica (PIC) fueron
obtenidos con los iniciadores UBC-842, ISSR-01, POI-03 y UCB-885. No obstante, el
iniciador que mayor amplificaciéon produjo fue LOL-07 (65.7 %). La mayor proporcion de
loci polimorficos se encontré en los iniciadores ISSR-01, ISSR-06, UBC-842. Estos
resultados también muestran que los iniciadores con mayor capacidad discriminatoria,
menor probabilidad de que dos individuos compartan un mismo alelo por azar (PDICMA),
fueron POI-03, UBC-842, y ISSR-03por lo que estos iniciadores pueden presentar un alto
grado de confianza para la identificacion de individuos de J. elbae. En Figura 18 se

muestra el patron de bandas generado con el iniciador UBC-842.

Al comparar estos resultados con los obtenidos para J. curcas se observa que son muy
similares, ya que en promedio se han reportado entre 5 a 20 bandas por iniciador (Basha
& Sujatha, 2007; Sunil et al., 2011). El valor medio de PIC también cay6 dentro del rango
de 0.4 a 0.84 reportado por Basha et al. (2009); Grativol et al. (2011); Sunil et al. (2011)
y Tanya et al. (2011).
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Cuadro 23 Polimorfismo y nimero de bandas generadas con los primers ISSR de 47 accesiones

de J. elbae.

Primer Secuencia BP BM BT PMF(©95) PIC E.E AMP PDICMA
ISSR-01  (CA)s AAGG 13 0 13 0.92 0.24 0.03 27.33 8.3E-11
ISSR-03  (GA)sCTC 16 0 16 0.81 0.24 0.02 23.80 8.8E-11
ISSR-04 (AG)s CTC 14 0 14 0.79 0.22 0.02 2143 5.0E-10
ISSR-06  (AC)s CTG 8 0 8 1.00 0.25 0.01 44.68 3.6E-10
POI-01 (CA)s AGCT 12 0 12 0.92 0.22 0.02 3528 4.0E-09
POI-02 (CA)s AGG 12 0 12 0.67 0.14 0.02 34.40 5.1E-05
POI-03 AGCT (GACA)3 16 0 16 0.94 0.26 0.02 2261 1.9E-13
POI-04 (CT)s AGC 15 0 15 0.93 0.23 0.02 23.69 6.0E-10
UBC-815 (CT)sG 8 0 8 0.88 0.24 0.02 3484 6.2E-10
UBC-836 (AG)s CTA 14 0 14 0.79 0.22 0.03 3435 1.6E-08
UBC-842 (GA)s CTG 14 0 14 1.00 0.28 0.02 31.76 8.3E-13
UBC-885 GTCATCGTC(GA)7 12 0 12 0.75 0.26 0.02 49.29  2.0E-10
LOL-09 (CAC)s GC 7 1 8 0.63 0.21 0.02 65.69 1.2E-06
Total 161 1 162 0.0E+00
Media 12 0.08 12 1 0.23 0.02 34.55

Minimo 7 0 8 0.63 0.14 0.01 2143

Méaximo 16 1 16 1 0.28 0.03 65.69

Descriptiva de marcadores: BP=numero de bandas polimérficas; BM=nimero de bandas monomorficas; BT= numero de
bandas totales; PMF (95)=proporcién de loci polimérficos; PIC=contenido de informacién polimérfica; E.E=error estandar

del PIC; PA=porcentaje de amplificacion y PDCIMA=probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo por azar.
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Figura 18 Patrones de bandas resultantes con el iniciador UBC-842 en 48 individuos de Jatropha elbae.
Poblaciones: 1=Jolalpan; 2=Ixcamilpa de Guerrero; M= marcador de peso molecular; C=control (muestra externa,
jitomate).
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6.4. CONCLUSION

Este estudio se encuentra dentro de los pioneros en la investigacion de genética de
poblaciones en especies endémicas del género Jatropha, siendo J. elbae una especie
gue se restringe a solo tres estados de México: Puebla, Oaxaca y Guerreo, segun
registros de herbario. Los sitios de colecta mas recientes son los reportados en Puebla:
Ixcamilpa de Guerrero y Jolalpan. Gracias a la eficiencia de los marcadores moleculares
ISSR (Inter simple sequence repeats) y al analisis estadistico con los paquetes Info-Gen
® y POPGENE 1.32, se determin6 que las dos poblaciones de J. elbae muestreadas
contienen una diversidad genética moderada siendo la poblacién de Ixcamilpa de
Guerrero la que presenta una mayor diversidad con base en el indice de Shannon. Por
lo que ambas poblaciones deben estar sujetas a un programa de conservacion, con

objeto de preservar su diversidad genética.
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