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CARACTERIZACION DE Jatropha pseudocurcas Miill Arg.:
ESTABLECIMIENTO DE LA COLECCION NUCLEO DE OAXACA
UTILIZANDO AFLP

CHARACTERIZATION OF Jatropha pseudocurcas Miill Arg.:
ESTABLISHMENT OF CORE COLLECTION OF OAXACA USING AFLP

Jefferson Uvaldo Pérez Pérez?,]. Axayacatl Cuevas Sanchez?,
Baldomero Alarcén Zuiiiga®

RESUMEN GENERAL

Considerando la diversidad genética como la base de la evoluciéon natural y
antropogéntrica, se mensuro la contenida en una poblacion de Jatropha pseudocurcas
Muill Arg. especie silvestre de México, carente de estudios moleculares. Con el objetivo
de cuantificar el polimorfismo intraespecifico, se analizaron 94 individuos por
marcadores dominantes AFLP. Se emplearon 11 combinaciones de iniciadores para
estimar el nivel polimérfico de amplicones, obteniendo un total de bandas de 398 (50 a
1300 pb),de las cuales 155 fueron polimdrficas (37 %), analizadas por el método de
agrupamiento FLEXI. Se realizé un remuestreo (bootstrap) de 1000 repeticiones para
la construccion del dendrograma. Se obtuvo un total de diversidad genética (Ht) de la
poblacion de 0.38, la diversidad genética entre subpoblaciones (Hs) fue 0.29, el
coeficiente de diferenciacion genética (Gst) fue 0.236 y el flujo genético (Nm) fue
1.612. Los resultados obtenidos indican que existe un alto nivel de diversidad genética
dentro de la poblacion, concluyendo que J. pseudocurcas se mantiene estable
genéticamente pudiendo considerar a la muestra nalizada como una coleccion nucleo
util para la conservacion in situ de la especie y probablemente para su mejoramiento
genético.

Palabras clave: Especie silvestre, AFLP, diversidad genética, conservacion in situ.
GENERAL ABSTRACT

Considering the genetic diversity as the basis of natural and anthropogenic evolution,
this study was carried out to estimate the diversity of Jatropha pseudocurcas Mull Arg.
wild species of Mexico, lack of molecular genetic studies. With the main objetive to
estimate the intraspecific polymorphism, 94 individuals by AFLP markers dominant
were analyzed. Eleven primer combinations were used to develop polymorphic
amplicons, obtaining 155 polymorphic amplicons out of 398 (50 to 1300 bp), and
statistically analyzed by FLEXI clustering. Resampling (bootstrap) of 1000 replications
for constructing a dendrogram was done. The total core collection genetic diversity (Ht)
was 0.38, the genetic diversity among subpopulations (Hs) was 0.29, the coefficient of
genetic differentiation (Gst) was 0.236 and gene flow (Nm) was 1.612. The results
indicate a high level of genetic diversity within the population, concluding that J.
pseudocurcas remains genetically stable and can consider the sample analyzed as a
useful tool for the in situ conservation of the species and probably core collection for
improvement genetic.

Key words: Wild species, AFLP, genetic diversity, in situ conservation.
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1. INTRODUCCION GENERAL
Las especies silvestres emparentadas con los cultivos y especies
domesticadas, han sido identificadas como un grupo critico para la creacion de
riquezas, seguridad alimentaria y sustentabilidad ambiental. Su diversidad
genética es fundamental para disponer de variabilidad en caracteres de
tolerancia a factores bidticos y abidticos, asi como también caracteristicas
agrondmicas deseables. Pero esas especies estan sujetas a un creciente
riesgo de amenazas en sus habitats, por lo que es necesario generar
estrategias de conservacion para protegerlas, las que incluyen la conservacion
in situ; ésta tiene como principal ventaja que continuan los procesos evolutivos,
generandose continuamente adaptaciones valiosas que permitiran enfrentar los

cambios ambientales.

Especies vegetales han sido punto de partida en numerosas investigaciones
para el desarrollo de energias alternativas, esto por su capacidad de rapido
crecimiento y pocos insumos agricolas. Actualmente se ha investigado en la
identificacion y mejoramiento de especies oleaginosas o fuentes de azucares
de cuya semilla u tras estructuras se pueda extraer aceites de mejor calidad o
carbohidratos que puedan ser sustitutos de las tradicionalmente empleadas
como materia prima para la elaboracién de biocombustibles (Biodiesel o

Bioetanol)

Diversas publicaciones como Renewables (2013) Global status Report 'y Global
Trends in Renewable Energy Investiment (2013) reportaron que en los ultimos
dos afios la demanda mundial de energias renovables aumentdé 19%. Los
mercados, sectores de produccion e inversionistas se han movido de manera

incrementada hacia los paises en via de desarrollo durante el afio 2012 (Lins,



2013). El panorama energético mundial actualmente se encuentra enmarcado
en una grave crisis de disponibilidad y abasto de combustibles fésiles a los
diferentes sectores productivos. Ante este escenario se han desarrollado
tecnologias para el aprovechamiento de las fuentes renovables de energia las
cuales permitan enfrentar los enormes problemas derivados del uso de los

energéticos mundiales.

Los cultivos oleaginosos se consideran como la mejor opcion para la
produccion de biodiesel (Ganesh Ram et al., 2008). Especies como colza
(Brassica napus), girasol (Helianthus annuus), soya (Glycine max), palma
aceitera (Elaeis guineensis) y piiion (Jatropha curcas), tienen actualmente un
gran interés, de las cuales Jatropha curcas se destaca notoriamente teniendo
la atencion de investigadores, productores y empresarios debido a sus
caracteristicas fisioldgicas, agrondmicas, ambientales y de produccion (Castro

et al., 2007; Sharma et al., 2013) .

Jatropha pseudocurcas Miill.Arg. es una especie endémica de México
localizada en forma silvestre en los estados de Jalisco, Tabasco, Veracruz y
ahora se registra en la porcion poblana del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, en
bosque tropical caducifolio a 1895 msnm en clima calido Aw y Am, area en la
que se le encontr6 asociada con Bursera fagaroides, Bursera spp., Mimosa sp

y Opuntia imbricata (Rodriguez-Acosta et al., 2009).

Se sabe que muchas de las especies de Jatropha son de polinizacion cruzada
lo que resulta en un muy alto grado de variacién genética, dificultando la
deteccion y seleccion de semillas en un programa de mejoramiento genético
(Ginwal et al., 2004), es por ello que una seleccion basada en informacion

genética utilizando marcadores moleculares es indispensable en un analisis



fiable. Algunos paises lideres en esta linea de investigacion como la India,
China y Brasil han cultivado e intentado domesticar Jatropha, sin embargo, la
falta de conocimientos agronémicos y principalmente genéticos han limitado su

comprension y éxito (Divakara et al., 2010).

El uso de marcadores moleculares ha sido de gran ayuda para la medicidon de
diversidad genética a nivel de secuencia de ADN, ademas ha contribuido al
entendimiento de la genética de poblaciones en especies mexicanas. Este tipo
de analisis incluyen isoenzimas, polimorfismos de fragmentos de restriccidon
(RFLP, por sus siglas en inglés), polimorfismos de ADN amplificados
aleatoriamente en mayor o menor grado (RAPD y AFLP), repetidos de
secuencias internas (ISSR, por sus siglas en inglés), microsatélites y
secuencias de ADN. La técnica de AFLP (Vos et al., 1995) es particularmente
adecuada para el analisis de genético y deteccion de multiples /loci en un solo
ensayo con una alta reproducibilidad comparado con otros marcadores como
los RAPD (Jones et al., 1997). Los marcadores AFLP han sido utilizados para
estudiar la diversidad genética de numerosas especies como la soya (Meng

and Chen, 2001), arroz (Akihiro et al., 2006) y granada (Moslemi et al., 2010).

El presente estudio tuvo la finalidad de mensurar el nivel de diversidad genética
a nivel de ADN de 94 individuos de Jatropha pseudocurcas Mull Arg. colectados
en Oaxaca, México, por medio de marcadores moleculares AFLP lo cual
permitira la identificacion y conservacion de germoplasma util para un

mejoramiento futuro de las especies mediante una coleccién nucleo.



1.1. OBJETIVOS

General
Mensurar la diversidad genética en muestras de una poblacion natural de
Jatropha pseudocurcas Mull Arg. colectadas en el estado de Oaxaca mediante

marcadores AFLP.

Especifico
Estimar la diversidad genética de Jatropha pseudocurcas por medio de la

técnica de marcadores moleculares de AFLP.

Establecer una coleccion nucleo de Jatropha pseudocurcas Mull Arg. en

Huajolotitlan, Oaxaca, México, con base al estudio de diversidad molecular.

1.2. HIPOTESIS

Los marcadores moleculares dominantes a base de ADN generan huellas
genéticas heredables Utiles en la caracterizacion molecular entre poblaciones
silvestres mexicanas de J. pseudocurcas.

Se espera que los indices de diversidad genética y agrupamiento puedan
postular a la poblacion de Jatropha pseudocurcas establecida en Oaxaca como

una coleccién nucleo.



2. CAPITULO 1

ORIGEN Y DIVERSIDAD GENETICA DE Jatropha spp.
ORIGIN AND GENETIC DIVERSITY OF Jatropha spp.

Jefferson Uvaldo Pérez Pérez’, J. Axayacatl Cuevas Sanchez?,
Baldomero Alarcén Zuiiiga®

RESUMEN

El estado del arte de la investigacién cientifica durante los ultimos afios en especies
silvestres de Jatropha, ha generado inquietudes en su uso y desarrollo integral. Los
avances obtenidos en el conocimiento de especies silvestres son ya un foco de interés
para muchos paises, investigadores y fitomejoradores, desde 2001. Este conocimiento
se extiende desde la fisioldégica basica, la diversidad genética y el mejoramiento
genético en todo el mundo, incluyendo ademas el uso de herramientas biotecnoldgicas
como la trasformacioén genética, cultivo in vitro, secuenciaciéon de genomas y mapas
genéticos. Numerosos estudios de diversidad genética en China, Africa, India y
América han evidenciado claramente el alto nivel y potencial agrondmico de las
accesiones establecidas en México y Centroamérica, dirigiendo la atencién de
mejoradores de Jatropha en la obtencion del germoplasma silvestre entre otras
razones por el alto potencial medicinal y agronémico. En este capitulo se presenta una
breve descripcion de las bases genéticas de poblaciones silvestres de Jatropha
pseudocurcas para constituir una coleccién nucleo con fines de conservaciéon dinamica
in situ del germoplasma nativo, potencialmente util en el mejoramiento genético.

ABSTRAC

The state of art of scientific reseach in recent years on Jatropha wild species has
raised concerns in the use and comprehensive development of the species. The
improvement done in the species knowledgement is already a focus of interest for
many countries, researchers and plant breeders, since 2001. This knowledge extends
from basic physiology, genetic diversity and plant breeding, worldwide, including also
the use of biotechnological tools like as genetic transformation, in vitro culture, genome
sequencing and genetic maps. Numerous studies of genetic diversity in China, Africa,
India and America, have clearly pointed out the potential agronomic use of accessions
established in Mexico and Central America, directing the attention of Jatropha breeders
to obtain genetic resources with high medicinal and agricultural strengths. This chapter
focus on scientific reports in the genetic basis of Jatropha pseudocurcas to do a core
collection that allows the dynamic in situ conservation of native germplasm, potentially
use in plant breeding.
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2.1. INTRODUCCION

El nombre Jatropha proviene de los vocablos griegos yiatopg (iatros en
griego = doctor) y Tpo@n (trofé en griego = alimento) (Heller, 1996) refiriéndose
a sus usos medicinales desde la antiguedad. El género Jafropha comprende
199 especies diversas (The Plant List, 2014) de las que destacan J. curcas, J.
gossypifolia, J. glandulifera, J. multifida y J. Podagrica (Jubera et al., 2009), de
las cuales 48 especies se encuentran distribuidas en la Republica Mexicana
(Steinmann, 2002). El origen de Jatropha es de México y Centroamérica donde
es comun encontrar sus especies en regiones tropicales. En el siglo XVI los
portugueses ya tenian conocimiento de las propiedades medicinales de esta
planta, e iniciaron plantaciones para la produccion de jabon y aceite en las islas
de Cabo Verde. Después, muchos de los genotipos de Jatropha fueron
introducidos por medio de los portugueses al Suroeste de Africa donde también

fue llevada a otros lugares del mundo.

Es comun encontrar germoplasma de diversas especies de Jatropha en
lugares tropicales donde la precipitacion media anual va de los 944 a 3121 mm,
en climas Am y Aw segun la clasificacion de Koppen et al. (1930). Numerosos
estudios de diversidad genética se han llevado a cabo en todo el mundo (Asia,
Africa, América) donde las evidencias revelan claramente que México y

Centroamérica son el centro de origen del género Jatropha.

Desde hace 10,000 afos, la conservacién y manejo de la diversidad
genética en las especies domesticadas han conducido a una mejora en la
produccion agricola en el mundo, suministrando miles de productos utiles para

el hombre.



2.2. BIOLOGIA DEL GENERO Jatropha

Jatropha pertenece a la familia Euphorbiaceae, esta comprendido por 199
especies (The Plant List, 2014) distribuidas principalmente en México y
Centroamérica, donde el 77 % son endémicas de México (Jiménez-Ramirez y
Martinez, 1994; Martinez et al., 2002). En India y Africa su distribucién esta

limitada a ciertas regiones con unas cuantas docenas de individuos.

La familia Euphorbiceae es la sexta familia mas diversa entre las
Angiospermas, después de Orchidaceae, Compositae, Leguminosae,
Gramineae y Rubiaceae. Esta familia es sumamente importante ya que muchos
miembros de esta familia son cultivados para su aprovechamiento integral

medicinal, industrial, alimenticio y ornamental (Porras et al., 2008).

Generalmente son arbustos o arboles que tienen como caracteristica que al
sufrir un dafio emanan un exudado (latex) transparente o coloreado, sus hojas
son alternas con frutos capsulares dehiscentes que contienen de 1 a 3 semillas
ovoides o subglobulosas. Son plantas dicotidelonares y ya que la variacion en
la familia es enorme, la capacidad de caracterizacion es dificil, la mayoria de
las flores de estas especies son perfectas (con ambos sexos) siendo las

plantas monoicas frecuentemente pequenas.

2.2.1. Sistema de reproduccion y polinizacién de Jatropha

Las flores del género Jatropha varian principalmente en su estructura y
usualmente son perfectas (Watson y Dallwitz, 1991). La produccion de flores
femeninas y masculinas en la misma planta (monoicismo) es un sistema
relativamente comun entre las angiospermas y principalmente en los miembros

de la familia Euphorbiceae (Solomon Raju and Ezradanam, 2002). La mayoria

10



de las flores del género Jatropha muestran estructura similar sugiriendo un

ancestro comun de Euphorbia primitiva.

2.2.2. Botanica de J. pseudocurcas

J. pseudocurcas Mull Arg en Oaxaca es un arbusto de 3 a 4.5 metros de altura,
con hojas de 10 a 20 cm de ancho, en forma de corazén en la base. Presenta
pubescencias en el haz, su fruto es una capsula seca dehiscente, es de 2.5 cm

de largo (Standley, 1920).

Una de las diferencias que denotan y distinguen a cada especie aun siendo del

mismo género son las hojas, como se demuestra en la figura 1.

Fig. A. J. curcas L.

Fig. B. J. malacophylla Standley.
Fig. C. J. pseudocurcas Mull. Arg.
Fig. D. J. ciliate Sessé.

Fig. E. J. platyphylla Mull. Arg.

Fig. F. J. moranii Dehgan & Webster.

Figura 1. Tipos de hojas de Jatropha spp., tomado de Dehgan y Webster
(1979).
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Figura 2. Planta de Jatropha pseudocurcas, fotografia tomada por Jefferson
Uvaldo Pérez Pérez.

Figura 3. Fruto de Jatropha pseudocurcas, tomado de FinePixA400 (2013).

La figura 4 presenta hojas de J. pseudocurcas con un color verdoso-amarillo y

pubescente.
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Figura 4. Inflorescencia de Jatropha pseudocurcas, tomado de Hauniense
(2014).

2.2.3. Taxonomia de J. pseudocurcas.

Familia: Euphorbiceae

Subfamilia: Crotonoideae

Tribus: Jatropheae

Género: Jatropha

Especie: Jatropha pseudocurcas

2.3. ESTRUCTURA POBLACIONAL DE Jatropha spp. Y SU POTENCIAL DE

DOMESTICACION

2.3.1. Origen, domesticacion y su distribucion, Jatropha spp
Se ha postulado que muchas subespecies del género Jatropha tienen origenes

en J. curcas segun estudios moleculares (Pamidimarri et al., 2010); sin
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embargo, Basha et al. (2009) mencionan que no encontré que J. curcas tenga

origenes primitivos de las 10 especies analizadas en la India.

Ford-Lloyd y Painting (1996) mencionan también que para elucidar las
relaciones filogenéticas de las especies de Jatropha, el analisis de marcadores
obtenidos de la secuenciacion de ADN como cloroplastos, genes de ARN
ribosomal 18s o espaciadores del transcrito interno (ITS, por sus siglas en
inglés), son mas informativos ya que éstos contienen regiones altamente
conservadas y las diferencias entre sus secuencias podrian implicar cambios

evolutivos.

De acuerdo a los estudios mencionados anteriormente, cerca de 100 a 175
especies son nativas de Centroamérica, y en México existen 48 especies
endémicas, por lo que Mesoamérica es centro de diversificacién de muchas de

las especies silvestres de Jatropha (Martinez et al., 2002; Steinmann, 2002).

Muchas de las especies de Jatropha son poblaciones naturales, sin embargo,
se sabe que en el caso de J. curcas es una planta cultivada en diferentes
partes del mundo como cerca viviente y ocasionalmente como planta de
traspatio (Toral et al, 2008). Un sintoma de domesticacion en algunas
especies de Jafropha es que México cuenta con genotipos no toxicos, ya sea
cultivado o fomentado, con completa ausencia o minimo niveles de esteres de
forbol y otras moléculas téxicas. Sin embargo, no existen suficientes estudios

que abarquen mas especies endémicas de México.

Sabemos que muchas de las especies silvestres de México son empleadas
como medicina y alimento tradicional, lo que hace pensar en un cierto grado de

domesticacion a través de la historia. En varios estados de México, como
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Puebla y Veracruz, las semillas tostadas de variedades no toxicas forman parte
de la cocina tradicional local (Makkar et al., 1998). Comparaciones fitoquimicas
entre genotipos no toxicos de J. curcas Yy especies silvestres del género
ayudaria al entendimiento del mayor o menor grado de domesticacion que han

tenido estas especies.

La distribucion de especies del género Jatropha se lleva a cabo naturalmente
en zonas donde la precipitacion anual oscila en los 944 y 3121 mm y un tiempo
de crecimiento de 5 a 11 meses (Achten et al., 2010) principalmente en climas
tropicales (climas de tipo Am y Aw de acuerdo con la clasificacion de Koppen et
al. (1923)). En su area natural de distribucion, se han reportado ser mas
abundantes y en los climas templados sin una estacion seca y con un verano

caliente (Koppen et al., 1923).

J. pseudocurcas es una especie silvestre, localizada en los estados de Jalisco,
Oaxaca, Tabasco y Veracruz. Ahora se registra en la porcion poblana del Valle
de Tehuacan-Cuicatlan, en bosque tropical caducifolio a 1895 msnm de clima
calido con estacidbn seca larga. Se le encuentra asociada con Bursera
fagaroides, Bursera spp, Mimosa sp y Opuntia imbricata (Rodriguez-Acosta et

al., 2009).
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Figura 5. Distribucion de Jatropha pseudocurcas en México, tomado de
Herbario XAL del Instituto de Ecologia (2014)

Ubicacion del sitio de
colecta de
Jatropha pseudocurcas
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Figura 6. Sitio de colecta Jatropha pseudocurcas, Santiago Huajolotitlan,
Oaxaca, México. Cortesia de M. C. Juan José von Thaden Ugalde.
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2.3.2. Colecciones nucleo

En los ultimos 25 anos, bancos de germoplasma de todo el mundo mantienen
colecciones elite de recursos genéticos con el fin de preservar y facilitar
material vegetal a fitomejoradores e investigadores. La creacién de colecciones
nucleo surge a partir de la necesidad de reducir el numero de accesiones
representativas de una especie ya que algunos de los principales problemas en
el manejo y administracion de los bancos es el creciente tamafio de las
colecciones por lo que es dificil conservar y hacer uso de la diversidad que
contienen, yendo asi en contra de los objetivos para los cuales fueron

establecidos (van Hintum et al., 2003)

Frankel (1984) menciona que el gran tamano de las colecciones minimiza el
aprovechamiento de la diversidad genética de los recursos fitogenéticos por lo
que propuso el establecimiento de colecciones que fuesen representativas a
partir de una que ya existe. A esto se le llamd coleccidon nucleo, la cual se
caracteriza por tener un tamafio poblacional reducido y representa una alta
diversidad genética de una coleccion en menor tamano de una especie
cultivada, silvestre o de un grupo de especies, siempre tomando en cuenta que

la coleccién nucleo no remplaza la coleccidon o el material del cual se obtiene.

Actualmente, las colecciones nucleo son aceptadas como una herramienta
eficaz y punto de referencia para evaluacién en mejora y conservacion del uso
de recursos genéticos, ya que éstas proporcionan una vision general de las

caracteristicas de la coleccion completa (Brown, 1989).

Para determinar el tamafo de la coleccion nucleo, Brown (1989) realizo
estudios de las consecuencias de muestreo sencillo al azar realizados a partir

de perfiles tedricos de la frecuencia genética o de ejemplos empiricos, por lo
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que concluyd que una coleccion nucleo debe contener cerca del 10 % de la

coleccion completa y ademas que ésta contenga al menos el 70 % de la

variacion genética de dicha coleccion.

2.3.2.1. Coleccién nucleo de Jatropha spp.

Investigadores de Asia y Europa han obtenido genotipos silvestres de Jatropha

provenientes de México y Centroamérica con el fin de llevar a cabo programas

de mejoramiento en sus cultivos, dirigiendo la investigacion en el aumento del

rendimiento de aceite, calidad de aceite y la eliminacion de compuestos

toxicos.
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Figura 7. Porcentaje de coleccion nudcleo versus tamafio de la coleccion
completa para 37 colecciones nucleo de cultivos propagados por semilla.

Tomado de van Hintum et al. (2003)
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2.3.3. Importancia econémica y medicinal de especies de Jatropha

Jatropha contiene numerosas plantas dioicas que comprenden arboles y
arbustos pequefios de discontinua distribucion principalmente en zonas
tropicales y subtropicales del mundo, y han sido utilizadas como plantas
medicinales por las poblaciones nativas de estos paises (Openshaw, 2000),
algunas de ellas contienen compuestos que son altamente téxicos (He et al.,
2011) pero con la detoxificacion de las semillas puede ser usado para

alimentacion animal.

J. curcas vino a ser una prominente fuente de bioenergia dado el alto contenido
de aceite en sus semillas y muchas otras mediante extractos de raices, tallos,
hojas y semillas que son comunmente usadas como medicina curando varias
dolencias en Africa, India (Uthayakumari y Sumathy, 2011) y Centroamérica
(Burkill, 1994); ademas son utilizadas como plantas ornamentales y fuentes de
energia (Heller, 1996). Hojas de muchas especies de Jatropha han sido
reportadas con efectos purgantes, ademas el latex fresco de muchas de las
especies de este género como Jatropha chevalieri Beille, J. elliptica Muell. Arg.,
J. gaumeri Greenm., J. glandulifera Roxb., J. gossypiifolia Linn., J.
grossidentata Pax et. Hoffm., J. integerrima Jacq., J. macrantha, J.
mahafalensis Jum and H. Perrier, J. multifida Linn., J. nana Dalz, J. podagrica
Hook, J. pohliana Muell. Arg., J. tanjorensis Ellis and Saroja, J. unicostata y J.
weddelliana Baillon son utilizadas en el tratamiento de ampollas en la boca
(Flores y Ricalde, 1996), espinillas (Zamora-Martinez y de Pascual Pola, 1992),
sarna (Manandhar, 1995), ulceras (Gupta et al., 1996), heridas y diarrea (Coe y

Anderson, 1996).
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Asi también, las hojas y semillas de algunas Jatropha spp. son usadas como
laxante (Klinar et al, 1995). Diversas actividades biolégicas han sido
detectadas en poblaciones naturales de Jafropha spp., las cuales incluyen
antimicrobiana (Naengchomnong et al., 1986) y citotoxica (Evans y Taylor,
1983). Las raices de J. gossypiifolia 'y J. mutifida también han sido empleadas

en gente que sufre de lepra y gonorrea, respectivamente (Burkill, 1994).

2.4. GENOTIPIFICACION Y MANTENIMIENTO DE GERMOPLASMA DE
Jatropha

2.4.1. Diversidad genética por marcadores moleculares en Jatropha

Muchas de las especies hasta ahora conocidas con un alto potencial
agronoémico, ya sea industrial u otras formas de uso de interés antropocéntrico
han sido sujetas a programas de proteccion vegetal debido a su gran
importancia genética con cualidades de tolerancia a factores abidticos y
bidticos.

En todo el mundo la diversificacion de las especies para su uso integral es
indispensable, sin embargo, muchas veces su éxito es limitado ya que la base
genética del material ha sido poco estudiado ocasionando una baja
productividad por una amplia gama de estrés como sequia, salinidad, parasitos,

etc. (Bahadur et al., 2013).

La clave para el éxito de cualquier programa de mejoramiento de produccién se
encuentra en la variabilidad genética adecuada y la disponibilidad de individuos
0 accesiones con caracteristicas deseadas. En varias especies de Jatropha
se estd tratando de evaluar el grado de variabilidad utilizando rasgos

morfolégicos y marcadores moleculares (Bahadur et al., 2013).
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Los marcadores moleculares facilitan la deteccion de diferencias especificas en
las secuencias entre dos o mas individuos. Son capaces de identificar
diferencias a nivel ADN y mejorar muchas especies de cultivo a través de la
construccion de una precisa relacion filogenética, generacion de mapas de
ligamiento y en el marcaje y mapeo de caracteristicas utiles. Los marcadores
moleculares son empleados generalmente en el manejo de recursos genéticos
para estimar su nivel de diversidad, identificando duplicados en la coleccion
para generar estrategias de conservacidon para el uso integral de los recursos
mediante el entendimiento de la estructura poblacional. Tradicionalmente, la
variabilidad es medida a través de variaciones fenotipicas pero la
caracterizacion morfologica y la expresion de caracteres cualitativos estan

sujetos fuertemente a la influencia del ambiente (He et al., 2007).

2.4.1.1. RAPD

Como los recursos genomicos para especies de Jatropha son limitados,
marcadores RAPD e ISSR se han empleados en los primeros estudios, ya que
no se contaba con la informacién de genoma (Bahadur et al., 2013). Basha y
Sujatha (2007), Gupta et al. (2008), Jubera et al. (2009), Pamidimarri et al.
(2010), Ranade et al. (2008) han realizado el andlisis de diversidad genética en
varias accesiones de germoplasma de Jatropha curcas colectadas de
diferentes regiones de India usando marcadores RAPD, revelando la baja
variabilidad inter-accesional y la introduccién de genotipos al continente. Sin
embargo, la combinacion de marcadores RAPD y AFLP en 13 paises de 3
continentes (Asia, Africa y América) revelaron una estrecha diversidad genética

(Siam et al., 2009).
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241.2.ISSR

Marcadores microsatélites (Inter repeticiones de secuencia simple, ISSR por
sus siglas en inglés) usan oligonucledtidos basados en la amplificacién de
microsatélites de secuencias simples repetidas. Son marcadores dominantes.
Un ndmero ilimitado de primers pueden ser sintetizados de varios

combinaciones de di-, tri-, tetra- y pentanucleétidos.

Marcadores de tipo ISSR han sido empleados en la caracterizacion de
germoplasma de Jatropha curcas provenientes de India, China y Brasil. Autores
como Basha and Sujatha (2007), Gupta et al. (2008) y Tanya et al. (2011) han
realizado estudios de diversidad, con el fin de caracterizar germoplasma téxico
de Jatropha curcas de todo el mundo y no toxico de México, separando
completamente las accesiones mexicanas de los agrupamientos en los
dendrogramas. De hecho, en el estudio realizado por Basha and Sujatha
(2007) dos marcadores ISSR de genotipos toxicos de India y no toxicos de
México fueron convertidos a marcadores SCAR. Germoplasma de China ha
sido también caracterizado por medio de marcadores ISSR revelando altos
niveles de diversidad genética (He et al., 2007; Ou et al., 2009; Cai et al., 2010)

al igual que germoplasma de Brasil (Grativol et al., 2011).

2.4.1.3. SCAR

Secuencia caracterizada de regiones amplificadas (SCAR, por sus siglas en
inglés) son marcadores que fueron introducidos por Michelmore et al. (1991) y
Martin et al. (1991), en el que las terminaciones de los marcadores RAPD e
ISSR son secuenciados y los oligonucledtidos se disefian mas largos (22 a 24
bases) para la amplificaciéon de un locus en particular. Estos son mas

reproducibles que los marcadores RAPD e ISSR. Los marcadores SCAR son
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usualmente marcadores dominantes; sin embargo, muchos de ellos pueden ser
convertidos a marcadores co-dominantes por digestibn con enzimas de
restriccion. En Jatropha, Basha and Sujatha (2007) desarrollaron dos
marcadores SCAR (ISPJ-1 e ISPJ-2), para diferenciar genotipos de India y
México; subsecuentemente Basha (2009) desarrollo 3 marcadores SCAR
(RSPJ-1, RSPJ-2 y SRPJ-3) para diferenciar genotipos no toxicos mexicanos

de genotipos tdxicos colectados del resto del mundo.

2.4.1.4. AFLP

Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP, por sus siglas en
inglés) son marcadores que combinan técnicas RFLP con PCR, e involucra la
restriccion de ADN usando una combinacion de cortes frecuentes seguido de
una ligacion de adaptadores oligonucledtidos; las secuencias definidas incluyen
los sitios respectivos a la enzima de restriccidon y la amplificacion selectiva del
set de fragmentos de restriccion usando primers disefiados especificamente

(Breyne et al., 1999).

Numerosos estudios han evaluado el nivel de diversidad genética en
germoplasma de China, Asia y México en J. curca con técnicas AFLP.
Pamidimarri et al. (2010) reportaron baja variabilidad genética entre accesiones
de J. curcas toxicas de India y una amplia variabilidad entre accesiones toxicas
de India y no toxicas de México. Sun et al. (2008) reporté que el germoplasma
evaluado en China pudiese tener el mismo ancestro que Asia y paises al
noreste de Asia. Tatikonda et al. (2009) demostraron por medio de AFLP el

agrupamiento de accesiones de acuerdo a su localizacion geogréfica.
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2.4.6. Mejora genética de Jatropha

Muchas de las especies de Jatropha son de polinizacion cruzada, por lo que
para llevar a cabo una mejora genética es indispensable una seleccion
poblacional. La seleccidn de plantas con caracteristicas deseadas a través de
seleccion masal seria el método mas simple de mejoramiento. Las poblaciones
pueden ser mejoradas gradualmente manteniendo poblaciones grandes
siguiendo el proceso de seleccion recurrente genotipico, de modo que la

variacion genética aditiva puede ser utilizada (Heller, 1996).

El sistema reproductivo del género Jatropha es de tipo monoico, con flores
unisexuales en la misma inflorescencia (Divakara et al., 2010). Son plantas
caducifolias, que pierden las hojas en otofio o invierno o en una situacién de
estrés abiodtico. Lo que en la naturaleza, este comportamiento es ventajoso
para la planta lo que les ayuda a restringir patdgenos y agresiones de plagas

(Bahadur et al., 2013).

Dehgan y Webster (1979) mencionan que las plantaciones de J. curcas
provenientes de semillas presentan alta heterogeneidad fenotipicas y
genotipicas (porte de la planta, época y tipo de floracién, vigor vegetativo,
rendimiento de fruto y aceite); asi mismo, la emasculacién no es necesaria en

invernadero ya que no hay presencia de vectores polinizadores.

2.4.7. Estrategias de conservacion y mantenimiento del germoplasma de

Jatropha

La conservacion de la biodiversidad es hoy en dia uno de los temas mas
relevantes y generalizado. La sociedad es cada vez mas consciente de la

importancia de la flora silvestre como fuente de alimentacion, salud, ropa,
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combustible, alimento, aceites y lubricantes, gomas, resinas, ceras, colorantes,
fibras, energia, sustancias aromaticas y su alto potencial en el uso medicinal
(Prance, 1997). La pérdida de recursos genéticos esta ocurriendo por la
sustitucion de variedades tradicionales por cultivares modernos, contribuyendo
con el deterioro de los ecosistemas naturales dada la creciente actividad

humana.

El Convenio de Diversidad Genética (CBD, por sus siglas en inglés) define dos
estrategias de conservacion: conservacion in situ y conservacion ex Ssitu.
Ambas son adaptables en la conservaciéon de germoplasma de especies de
Jatropha (Bahadur et al., 2013). La conservacion in situ mantiene y protege
ecosistemas o habitats que albergan la biodiversidad de especies forestales,
parientes de las especies silvestres y cultivadas, especies forrajeras y
medicinales. La conservacion ex situ basada en cualquier material vegetal que
actue o tenga un potencial en la agricultura, son estrategias que van desde la
conservacion in vitro, crio-preservacion hasta la conservacion de material

genodmico (librerias de cDNA).

2.4.8. Nuevas tendencias en la investigacion de Jatropha

Entendiendo la metaboldmica como una rama de la ciencia que estudia el
contenido de metabolitos en una célula o muestra y que con ello nos permite
dilucidar sistemas biolégicos de una forma a los estudios gendmicos,
transcriptémicos y protedmicos, pero que a su vez, los complementan y permite
la autentificacidén y validacién de los estudios. Esta disciplina tiene un amplio
rango de aplicaciones en la investigacion basica y en la optimizacion de los

cultivos. Estudios en la agricultura ha sido posible la identificacion vy
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conocimiento de rutas metabdlicas para optimizar el desarrollo de los cultivos,

la mejora en el rendimiento y resistencia a pesticidas/herbicidas.

Especies del género Jatropha han tomado importancia por su diversificaciéon en
el uso integral; sin embargo, poco sabemos de ellas. Muchas de las accesiones
en el mundo son toxicas, por lo que los residuos no son convenientes para
alimentacion animal. Las semillas de Jatropha tienen altos contenidos de
acidos grasos polinsaturados, lo que impacta negativamente en la calidad del
biocombustible. Ademas, antes de iniciar cualquier programa convencional de
técnicas de cruza molecular, el entendimiento de las funciones génicas vy

gendmicas de Jatropha son prerrequisitos (He et al., 2011).

Se sabe que el género Jatropha se encuentra en un estado de domesticacion,
por lo que no es posible comprender muchos de los efectos fisiolégicos, por lo
que la metabolémica ofrece informacion importante del estado fisiologico y
funcional del sistema bioldgico de especies silvestres como J. pseudocurcas.
La nueva era de las “omicas” (gendmica, transcriptdmica, proteémica y
metaboldmica) desarrollaran importantes aportes en el entendimiento de las

rutas metabdlicas de muchas de las especies de Jatropha (Debnath, 2010).

Maghuly y Laimer (2013) mencionan que a través de las nuevas
secuenciaciones del genoma de Jatropha, la expresion de genes involucrados
en las vias de biosintesis ha sido mas factible el cruzamiento selectivo de
especies Jatropha, especialmente para la calidad de aceite, rendimiento y baja
concentracion de toxinas. La identificacion de loci relevantes podria facilitar la
produccion de variedades comestibles de doble propdsito que pueden ser

usadas como fuente de aceite o alimento animal (He et al., 2011).
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3. CAPITULO 2

CARACTERIZACION DE Jatropha pseudocurcas Miill Arg.:
ESTABLECIMIENTO DE COLECCION NUCLEO DE OAXACA UTILIZANDO
AFLP

CHARACTERIZATION OF Jatropha pseudocurcas Miill Arg.:
ESTABLISHMENT OF CORE COLLECTION OF OAXACA USING AFLP

Jefferson Uvaldo Pérez Pérez?,]. Axayacatl Cuevas Sanchez?,
Baldomero Alarcén Zuiiiga®

RESUMEN

Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) fueron utilizados para mesurar la variacién genética de
94 individuos de Jatropha pseudocurcas Mill Arg. endémicas de Huajolotitlan, Oaxaca, México. Para generar un total
de 398 bandas 22 combinaciones de primers fueron utilizados de las cuales 155 fueron polimérficas. En la coleccién
ndacleo de J. pseudocurcas el promedio de heterocigosidad experada (Ht) fue moderada (0.38). EI niumero de
variables por loci en la poblacién (Np) fueron 155 y el porcentaje de polimorfismo fue de 100%. La diversidad
geneética esperada en la poblacion (H) fue 0.38 y la riqueza de diversidad en la coleccién nucleo (I) fue de 0.56. La
migracién genética entre las subpoblaciones (Nm) fue de 1.61. Todos los indices indican un nivel alto de variabilidad
genética en la coleccion nucleo de J. pseudocurcas. El dendrograma basado en el método de agrupaciéon FLEXI y
mediante una linea de corte en el coeficiente de Jaccard a 0.21 dividié la coleccion nucleo en tres subpobalciones.
Corroborando con el analisis de coordenadas principales (ACoP) indica que la coleccion nucleo se encuentra
dispersa espacialmente, Ademas, el analisis de varianza molecular indica que el 3% de la variaciéon genética esta
entre las subpoblaciones y el 97% de la variacion genética entre las subpoblaciones. Se encontré que la
subpoblacion tres esta aislada de las otras dos subpoblaciones, lo que sugiere un origen comun. Este tipo de
estudios conduce a ampliar las bases genéticas en el desarrollo de la especie y la integracion de “coleccién ntcleo”
para su posterior conservacion como especie silvestre, el entendimiento de la composicién de la poblacion en el
proceso de domesticacién y produccién agricola en el mundo.

Palabras Clave: Especie silvestre, AFLP, diversidad genética, conservacion in situ.

ABSTRACT

Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP) was used to measure genetic variation in 94 individuals of
Jatropha pseudocurcas Mull Arg. Endemic of Huajolotitlan, Oaxaca, Mexico. To generate a total of 398 bands, 22
primers combinations were used of which 155 were polymorphic bands. In the core collection of J. pseudocurcas the
average of expected heterocygosity (Ht) was moderate 0.38.The number of polymorphic /oci in the population (Np)
was 155 and the percentage of polymorphic /oci (Pp) was 100 %.The expected genetic diversity in the population (H)
was 0.38 and the richness of current diversity in the core collection (I) was 0.56, The genetic migration between
subpopulations (Nm) was 1.61. All indexes indicate a moderate level of genetic variability in the core collection of J.
pseudocurcas. The dendrogram based on grouping FLEXI method and by establishing a cut to a Jaccard similarity
coefficient to 0.21, divided the core collection into three subpopulations. Corroborated by the principal coordinate
analysis (PCoA) indicates that the core collection is dispersed spatially, however, AMOVA analysis indicates that 3 %
of the genetic variation is among the subpopulations, and 97 % of genetic variation within the subpopulations. We
found that the subpopulation 3 is isolated from other subpopulations, suggesting a common origin. The research can
lead to amplify the base genetic involve in the breeding improvement, and the integration of “core collections” for long-
term preservation like wild species, understanding the population background in the process of domestication and
agricultural production in the world.

Keywords: Wild species, AFLP, genetic diversity, in situ conservation.
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3.1. INTRODUCCION

El estudio de la diversidad genética en especies silvestres genera datos
importantes considerados como la base para el estudio y desarrollo de
recursos vegetales, asi también de recursos naturales y antropocéntricos.
Estas plantas representan un recurso natural renovable de supervivencia ya
que la diversidad es parte integral del desarrollo sustentable del medio
ecoldgico previendo estabilidad econdmica y calidad de vida. El abuso de la
naturaleza causa la dispersion de especies silvestres amenazando la

supervivencia de otros habitats.

Jatropha spp. pertenece a la familia Euphorbiceae, y comprende
aproximadamente 199 especies (The Plant List, 2014) de las cuales 48 se
encuentran distribuidas en México (Steinmann, 2002). El origen de Jatropha no
es conocido, sin embargo, se cree que es nativo de México y Centro América
(Achten et al., 2010). Son arbustos de 3 a 4 metros de altura, sus hojas de 10 a
20 cm de ancho y forma de corazén en la base, es pubescente (aterciopelado —
piloso) en la parte superior, su fruto es una capsula seca dehiscente (Standley,
1920), es una especie oleaginosa principalmente localizada en los estados de
Jalisco, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y ahora se registra en la porcion poblana
del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, en bosque tropical caducifolio a 1895 m.s.n.m.
en clima calido. Se le encuentra asociada con Bursera fagaroides, Bursera

spp., Mimosa sp.y Opuntia imbricata (Rodriguez-Acosta et al., 2009).

El analisis de diversidad genética en varias accesiones colectadas en regiones
de India han sido reportadas por Basha and Sujatha (2007), Ranade et al.
(2008), Jubera et al. (2009), Pamidimarri et al. (2010), usando marcadores

RAPD, revelando una baja variabilidad en los genotipos inter-accesionales.
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Ademas la combinacion de marcadores RAPD con AFLP de 13 paises en 3
continentes (Asia, Africa y América) revelaron una estrecha diversidad genética
(Siam et al., 2009). Asi mismo, marcadores ISSR han sido empleados en la
caracterizacion de germoplasma de India, China y Brasil por Gupta et al. (2008)
y Rosado et al. (2010) quienes condujeron sus estudios de diversidad genética
en la caracterizacion de germoplasma toxico de todo el mundo y no toxico de
Meéxico, separando completamente las accesiones mexicanas de los
agrupamientos en los dendrogramas. Basha and Sujatha (2007) desarrollaron
dos marcadores SCAR (ISPJ-1 e ISPJ -2) de diferentes genotipos de India y
México, subsecuentemente (Basha et al., 2009) desarrollo tres marcadores
SCAR (RSPJ-1, SRPJ -2 e RSPJ-3) para diferenciar genotipos no téxicos de
Meéxico de genotipos toxicos de todo el mundo. La técnica AFLP ha sido usada
para mensurar el nivel de diversidad genética en germoplasma de Jatropha en
China, Asia y México. Pamidimarri et al. (2010) reporté baja variabilidad
genética entre las accesiones de J. curcas de India y una amplia variabilidad
entre las accesiones toxicas de India y no tdéxicas de México. Sun et al. (2008)
reportdé que el germoplasma evaluado en China podria tener los mismos
ancestros que en Asia y paises del noreste de Asia. Tatikonda et al. (2009)
demostré el agrupamiento de accesiones de acuerdo a su localizacién
geografica mediante AFLP. En México, varios estudios de germoplasma de
Puebla (Cabrera, 2012, Ramirez, 2010), Chiapas (Pecina-Quintero et al., 2011)
han revelado altos niveles de diversidad (Basha et al., 2009; Ambrosi et al.,

2010; Sato et al., 2011).

Dados los antecedentes considerados, AFLP fue empleado para mensurar el

nivel de diversidad genética y estructura poblacional de 94 individuos de
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Jatropha pseudocurcas para generar una coleccion nucleo lo cual permitira la

identificacion de material util para un mejoramiento futuro de la especie.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal

94 individuos fueron colectados al azar de una poblacion silvestre de Santiago
Huajolotitlan, Oaxaca, México, en septiembre de 2013.

3.2.2. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevo a cabo de acuerdo al método de Ausubel et al.,
(1994) con algunas modificaciones. Las muestras de tejido vegetal se secaron
en frio con un liofilizador LabConco (6L), durante 4 dias a -40 °C. Las muestras
fueron pulverizadas y almacenadas a -20 °C. La calidad de ADN fue analizada
por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % y la concentracion fue
cuantificada entre 300 y 500 ngpu~! por medio de un espectofotometro
NanoDrop™ 1000.

3.2.3. Analisis molecular de AFLP

Un total de 29 EcoRI/Msel combinaciones fueron analizadas con 5
submuestras al azar para realizar la amplificacion selectiva de los primers. El
total de bandas polimorficas vario entre 8 y 30, basado en estos resultados se
seleccionaron 11 combinaciones de primer que revelaron altos polimorfismos y
definicion de las bandas para estimar la diversidad genética de una coleccion
nacleo de Jatropha pseudocurcas (Cuadro 4).

El Andlisis de AFLP se realiz6 de acuerdo a Vos et al. (1995). EI ADN fue
digerido con EcoRI y Msel. Para la digestién se emplearon 2.5 uL de buffer 5X,
5.0 uL de ADN (20 ng/pL), 1.0 puL EcoRI/Msel, y 4.0 uL de agua desionizada, a

37 °C por 120min, 70 °C por 15min y almacenado a 4 °C. La ligacién se hizo
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con una mezcla de 12.0 pL de adapter mix, 0.5 uL T4 ADN ligasa; las
condiciones fueron a 20 °C por 120 min y almacenado a 4 °C. Los productos de
amplificacion fueron usados para la pre-amplificacion, constituido por 2.5 pL
dilucion ADN (1:10), 20.0 uL AFLP pre-amp primer mix, 2.5 puL PCR reaction
buffer 10X, 0.5 puL Tag ADN polimerasa (5U./uL); las condiciones de
termociclador fueron: 20 ciclos de desnaturalizacion 94 °C por 30 seg,
alineacion a 56 °C por 1min, extension a 72 °C por 1min y un ciclo de extension
final a 72 °C por 10 min. El producto de PCR fue llevado a una dilucién 1:40 (5
puL de producto PCR pre-amplificado + 195 puL de agua desionizada) y se
almacen6 a -20° C.

Las reacciones para la amplificacion selectiva se llevaron a cabo en dos
segmentos, el contenido de la mezcla de PCR fue 2.0 uL dilucién ligacion mix
(1:40), 2.0 pL primer 1 20 pM (10 pM/ pL), 2.0 pyL primer 1l 20 pM (10 pM/ L),
0.5 puL dNTP 2.5 mM, 1.5 pL PCR reaction buffer 10X, 0.1 yL Taq ADN
polimerasa (5U./uL), y 6.9 puL agua desionizada; las condiciones fueron: el
primer segmento, 12 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 seg, alineacién
a 65 °C por 30 seg y extension a 72 °C por 1 min (la temperatura de alineacién
fue reducida 0.7 °C por cada ciclo durante los primeros 12 ciclos). El segundo
segmento consistio de 23 ciclos a: ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 30
seg, alineacion a 56 °C por 30 seg, extension a 72 °C por 1min y se almacené a
—20°C.

3.2.4. Analisis estadistico

En los analisis estadisticos de cada combinacion de oligonucleétidos
polimorficos, se consideraron los amplicones presentes y ausentes de la

coleccidon ndcleo en un matriz binaria usando el programa POPGENE version
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3.31 (Yeh et al., 1999). El andlisis de varianza molecular fue realizado en los
datos de frecuencia alélica para estimar la varianza genética dentro y entre las
subpoblaciones usando GenAlEx version 6.3 (Peakall and Smouse, 2006). La
similaridad genética fue calculada usando el coeficiente de similaridad de
Jaccar. Un dendrograma fue calculado usando el indice de diversidad genética
de Nei y un método de agrupamiento FLEXI. Ademas, el grado de relacion
entre poblaciones fue analizada por el método multivariado, usando analisis de
coordenadas principales por NTSYS version 2.11 (Porras et al., 2008) .

3.3. RESULTADOS

Un total de 155 amplicones polimaorficos informativos fueron generados a partir
de 11 combinaciones de oligonucledtidos tipo AFLP (Cuadro 1). El total de
diversidad genética (Ht) fue 0.38 y la diversidad entre accesiones (Hs) fue
0.29. El flujo genético (Nm) estimado fue 1.62, valores de flujo genético por
debajo de 0.5 son considerados con un nivel alto de homocigosis por deriva
génica en la colecciéon nacleo (Cuadro 2). El andlisis molecular de varianza
indicd que el 3% de la variacién se encuentra entre subpoblaciones y el 97 %

de variacion dentro de las subpoblaciones (Cuadro 4).
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Cuadro 1. Combinaciones de oligonucleétidos de AFLP polimorficos empleados
para la caracterizacién molecular de Jatropha. pseudocurcas

Bandas Porcentaje de
Secuencia Total de Banc!as_
bandas Monomorficas YT . .
Polimorficas polimorfismo
E-ACC/ M-CAC 25 17 8 32
E-AAC/ M-CTA 43 19 24 55.81
E-AAC / M-AGG 49 19 30 61.22
E-AGG / M-CAC 34 20 14 41.18
E-AGG / M-CTC 38 26 12 31.58
E-ACT / M-CAC 29 19 10 34.48
E-AGG / M-CTT 40 28 12 30
E-ACT / M-CTA 29 24 5 17.24
E-ACC/M-CTC 35 22 13 37.14
E-AGG / M-CAT 43 25 18 41.86
E-ACG / M-CAA 33 24 9 27.27
TOTAL 398 243 155
Promedio 66.33 37.25%

Los parametros de diversidad genética de las subpoblaciones generadas de 94
individuos de J. pseudocurcas se muestran en la Cuadro 3 donde en general la
diversidad fue alta. El nimero total de loci polimérficos (Np) oscilo de 66 a 153
con una media generada de 122, el porcentaje de loci polimérficos (Pp) oscilo
de 42 % a 98 %, con una media generada de 79 %. La subpoblacion uno tiene
el mayor numero de loci polimorficos (Np) con 153 y el mas alto porcentaje de
loci polimorficos (Pp) en 98 %. El nimero de alelos observados por locus
polimoérfico (Na) y el nimero de alelos efectivos por locus polimoérfico (Ne)
fueron moderadamente altos entre las subpoblaciones. El indice de diversidad
genética de Nei (H) e indice de Shannon (I) calculado para cada una de las

subpoblaciones fue moderadamente alto entre las subpoblaciones. Sin
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embargo, la subpoblacion 3 presentdé bajos niveles (0.15 y 0.23,

respectivamente).

Cuadro 2. Estimadores de diversidad genética de la coleccion de Jatropha
pseudocurcas estudiada.

Poblacion Na* | Ne* H* I* Np Pp
Coleccion ntcleo de J. 2,000 | 1,680 | 0,385 | 0,566 | 155,0 | 100,00
pseudocurcas
Subpoblacion 1 2 165 | 0,37 | 0,55 | 155 100
Subpoblacion 2 1.99 | 165 | 0,37 | 0,54 | 154 | 99.35
Subpoblacion 3 1.42 | 1.26 | 0.19 | 0.23 66 42.58
Promedio 1.8 1.52 | 0.31 | 0.44 | 125 | 80.64

Na*= Numero de alelos observados. Ne= NUmero efectivo de alelos. H*= indice
de diversidad genética de Nei (1973), I*= Indice de Shanon, Np= Numero de
loci polimérficos, Pp= Porcentaje de loci polmérficos

El dendrograma de relaciones genéticas basado en el método de agrupamiento
FLEXI se muestra en la figura 8. La distancia genética de los 94 individuos
fueron estimadas por el coeficiente de similitud de Jaccard oscilando de -0.29 a
0.84.

La poblacion de 94 individuos fue clasificada en 3 principales subpoblaciones
(Fig. 9). La subpoblacion | con 50 individuos, la subpoblacion Il con 43
individuos y la subpoblacién Ill con 3 individuos. El resultado del analisis de
coordenadas principales muestra que hay un patron espacial en la ubicacion de

los individuos similar a lo observado en el dendrograma.
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Cuadro 3. Analisis de diversidad genética de Nei de la coleccion de Jatropha
pseudocurcas estudiada.

Ht Hs Gst Nm*

0.38 0.3 0.24 1.61

Ht= diversidad genética total, Hs= diversidad genética entre subpoblaciones, Gst=
Coeficiente de diferenciacidon genética, Nm*= Flujo genético

3.4. DISCUSION

El empleo de fragmentos de longitud de polimérficos amplificados (AFLP, por
sus siglas en inglés) fueron de gran apoyo para mensurar la diversidad asi
como las relaciones filogenéticas de J. pseudocurcas. Estudios de AFLP han
sido reportados con gran efectividad en Jatropha curcas L. (Tatikonda et al.,
2009: Shen et al.,, 2010; Zhang et al., 2011; Cabrera, 2012). Estudios de
diversidad genética en India, Africa y México han revelado un grado moderado
de diferenciacién entre poblaciones de J. curcas L. He et al. (2007) y Zhang et
al. (2011) estudiaron la diversidad genética entre poblaciones de J. curcas L.
provenientes de China obteniendo un Gst= 0.53 y 0.29, respectivamente.
(Ambrosi et al., 2010) reportaron valores de Fst= 0.20 indicando una amplia
variabilidad genética entre colecciones de J. curcas L. de América, Asia y
Africa. En este estudio el promedio esperado de heterocigocidad en el total de
la poblacion de J. pseudocurcas para todos los loci (Ht) fue 0.38 y el promedio
esperado de heterocigocidad dentro de las subpoblaciones para todos los loci
fue 0.29. Por lo que el grado de diferenciacion obtenido en este estudio (Gst=
0.23) comparado con datos de India, Africa y México (Ovando-Medina et al.,
2011a; Ovando-Medina et al., 2011b) en J. curcas indican que el grado de
diferenciacion encontrada en J. pseudocurcas proveniente de Oaxaca es

moderado; 23% de la variaciéon genética es debida a la diferenciacién en la
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poblacién natural estudiada. Un menor grado de diferenciacion Gst es
esperado en estudios en areas geograficas pequefias que en estudios con
areas mas grandes.

Los parametros de diversidad genética mostraron que el numero de loci
variables en la coleccion estudiada (Pp) oscilé del 42 % al 98 %, similar a los
resultados obtenidos en Jatropha curcas L. en México (Pecina-Quintero et al.,
2011). Esto indica que el nivel de variabilidad genética dentro de la coleccién
evaluada y la capacidad de recombinacién estan confirmados con los datos de
flujo genético.

La migracion de genes en la coleccién nacleo (Nm) fue de 1.62, lo que indica
gue actia como una fuerza que mantiene la cohesién de la poblacion y es
clasificada como una unidad evolutiva independiente (Stalking, 1994). Valores
genéticos por arriba de uno exceden los efectos de la deriva genética y
previenen la diferenciacion local (Pifiero et al., 2008). Uno de los principales
factores que influyen en el intercambio genético entre las subpoblaciones de J.
pseudocurcas son principalmente especies de polinizacion cruzada, resultando
en alto grado de diversidad (Ginwal et al., 2004). Ademas, es sabido que
muchas especies de Jatropha mexicanas contienen bajos niveles de toxicidad
(He et al., 2011), lo que sugiere que la dispersion de semillas es por medio de
animales como aves o roedores. Hambrick et al. (1992) menciona que especies
arbustivas de cuales las semillas son ingeridas por animales mantienen
significativamente una alta diversidad genética que otras con diferentes formas
de dispersion.

El analisis molecular de varianza revela que la heterogeneidad dentro de la

coleccion estudiada con respecto al nivel de diversidad alélica de las
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subpoblaciones de J. pseudocuras fue de 97 %, mayor que la heterogeneidad
entre las subpoblaciones (3 %), sugiriendo que los individuos estan mas
estrechamente relacionados con su propia subpoblacion comparado con
individuos de otras subpoblaciones. Ninguno de los marcadores analizados fue
capaz de revelar alguno distintivo de una subpoblacion a otra subpoblacion por

lo que se recomienda realizar diferentes combinaciones de primers.

Cuadro 4. Analisis molecular de varianza (AMOVA) de 94 individuos de
Jatropha pseudocurcas que constituyen la coleccion de Oaxaca, México.

Grados Suma de Componentes de
Fuente de variacion de ponent % p
: Cuadrados Variacion
Libertad
Entre subpoblaciones 2 2.5 0.02 3% Oio
Dentro de 97 0.0
subpoblaciones 94 59 0.63 % 1
Total 187 93.64 0.65

El dendrograma FLEXI dividié a los 94 individuos en 3 grupos principales (Fig.
8); los agrupamientos | y Il mostraron una heterocigosicidad (H)
moderadamente alta 0.37. El nimero de loci polimorficos (Np) y el porcentaje
de loci polimorficos (Pp) oscilaron en 99% para ambas subpoblaciones. El
tercer agrupamiento mostré bajos niveles de diversidad esperada para todos
los casos de diversidad genética. Con el analisis de coordenadas principales
(ACoP) (Fig. 9) fue posible identificar las tres subpoblaciones, en la
subpoblacién lll, coincidiendo los mismos individuos que en el dendrograma
por el método FLEXI.

Los resultados de este estudio confirman la alta diversidad genética contenida

en la coleccion nucleo de J. pseudocurca endémica de Oaxaca. Hay una alta
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probabilidad de que el germoplasma estudiado tenga origenes en la misma
region de colecta. Los resultados de varios parametros de diversidad genética
y agrupamiento indican que la poblacion de J. pseudocurcas es considera
como una coleccion nudcleo al contar con mas del 70% de polimorfismos y
representar al menos el 10 % de la coleccion completa en México (Brown,
1989); en general la coleccion nucleo de Jatropha pseudocurcas representa un
recurso potencialmente util en el desarrollo sustentable antropocéntrico, asi
como en programas de mejora para la especie.

Con el conocimiento y conservacion de una amplia base genética se reduciran
los riesgos de endogamia, abortos de embrién, reduccion en la produccion de
semilla y su germinacion, asi como el inicio de lineas de investigacion
conducentes a su cultivo y quiza procesos de domesticacion. Por lo tanto, el
manejo de los recursos intraespecificos juega un papel importante en la
domesticacién y determinacion de la estabilidad ecologica de los sistemas
agricolas.

Se debe hacer un gran énfasis en llevar a cabo programas de conservacion de
germoplasma silvestre endémico de México para ampliar la base genética del
género Jatropha spp. susceptible de desarrollarse como recurso .

3.5. CONCLUSIONES

Los marcadores AFLP fueron altamente informativos en la determinacion de la
diversidad genética de 94 individuos silvestres de J. pseudocurcas endémicos
de Santigo Huajolotitlan, Oaxaca, México,

Los indices de Nei y Shannon revelaron que existe una amplia variabilidad

genética en los materiales estudiados.
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El estudio hace reflexionar en las posibilidades de su aprovechamiento para
contribuir a programas de mejoramiento genético de la especie estudidada.
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4. DISCUSION GENERAL

México, a pesar de contar unicamente con 1.3 % de la superficie terrestre del
Planeta, es considerado uno de los paises Megadiversos del mundo, con casi
el 70 % de la diversidad de anfibios y reptiles. Con base en exploraciones
etnobotanicas realizadas por Nicolai Ivanovich Vavilov y sus colaboradores,
México se clasifica como centro de origen y domesticacion de muchos de los
recursos vegetales del mundo. Sin embargo, no es suficiente contar con estos
datos si no es posible entender la importancia de nuestro pais como fuente de

recursos fitogenéticos. De acuerdo con Cuevas (1991):

“La sola existencia de una planta no es suficiente para
considerarla util. Desde el punto de vista antropocéntrico, es
solo mediante la intervencion del intelecto y experiencia
humana coémo las plantas adquieren su caracter de
satisfactores de necesidades, ya sean éstas estrictamente

fisiolégicas o derivadas de su cosmovision”

Muchos de los conocimientos generados por grupos indigenas en torno a las
plantas alimenticias y medicinales, han ido perdiendo importancia con el
progresivo avance de las nuevas tecnologias y la agricultura de consumo, por
lo que la erosion y pérdida de la biodiversidad mediante estas practicas pone
en riesgo la supervivencia de muchos otros organismos como animales,

vegetales, y otros taxa como hongos, bacterias y micorrizas.

El objetivo de este estudio fue generar datos utiles mediante el analisis de la
diversidad genética de Jafropha pseudocurcas Mull Arg. para su posible

incorporacion como un nuevo recurso con alto grado de adaptacién en nuevas
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regiones agricolas. Esta especie y otras mas contienen un alto potencial de

genes susceptibles a ser utilizados en la agricultura sostenible.

Es posible que en México existan mas especies silvestres del género Jatropha
las cuales contengan bajos o nulos niveles de compuestos toxicos debido a su
uso como recurso vegetal. Sin embargo, no existen estudios moleculares que
cubran otras especies silvestres o semidomesticas, Es por ello que existe la
necesidad de realizar estudios fitoquimicos entre los genotipos no toxicos de
Jatropha spp. para poder comprender en mayor o menor medida el grado de

domesticacion que han tenido.

Es de vital importancia hacer énfasis en conocer y entender los factores
relacionados en la concepcion de conjunto de plantas como elementos utiles a
la naturaleza para con ellos postular el disefio de programas de conservacion,

clasificacion, seleccién y dispersion.
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5. CONCLUSIONES GENERALES
El empleo de diferentes combinaciones de oligonucleotidos de AFLP fueron
tiles en la determinacion del nivel de diversidad genética de una poblacion de

Jatropha pseudocurcas M Il Arg. provenientes de Oaxaca.

La poblacién de Jatropha pseudocurcas Mull Arg natural existente en Oaxaca
puede ser considerada como una coleccion nucleo, la cual es potencialmente

util en el mejoramiento de la especie.
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7. ANEXOS

(Prohibida la copia total o parcial de la siguiente técnica sin la autorizacion del
autor)

7.1. Nota técnica: Metodologia para la extraccion de ADN en Jatropha
pseudocurcas.

El ADN se extrajo de acuerdo al protocolo del método CTAB (Ausubel et
al., 1994) con algunas modificaciones (sin publicar).
Las muestras de tejido vegetal se secaron en frio con un liofilizador LabConco
(6L), durante 4 dias a -40 °C. Una vez liofilizadas se pulverizaron en un
disruptor de tejidos (Qiagen®) y se almacenaron a -20 °C en un congelador
TorRey® CHTC-15.
La extraccion de ADN se inici6 colocando 300 mg de tejido liofilizado y
finamente molido en un tubo de 2 mL, se adicion6 1 mL de solucion CTAB
(CTAB Cethyl Trimethyl Ammonium Bromide) al 2%, PVP Polyvinyl Pyrrolidone
2%, EDTA 200 uM, NaCl 3.5 M) a 65 °C con 10 uL de 2-B-mercaptoetanol. Se
mezcl6é perfectamente en vortex y se mantuvo por 90 minutos a 65 °C en una
incubadora con agitacion. Se dejé enfriar y adicionaron 700 pL de cloroformo-
octanol (24:1) volviendo a mezclar en vortex y por inversion durante 10
minutos. Se centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos colectando el sobrenadante
en otro tubo, se repitid a 6000 rpm por 20 minutos, se colectd el sobrenadante
y precipité con 1 mL de isopropanol (-20 °C), se transfiri6 el ADN precipitado
con una pipeta Pasteur y se disolvié en 300 pL de agua mas 4 uL de ARNasa
incubandolo a 37 °C por 60 minutos. Se precipité el ADN con 1 mL de
isopropanol (-20 ° C) y se colectd con una pipeta Pasteur, el precipitado se lavo

en 700 pL de etanol al 70% y resuspendié en 100 pL de TE.
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Cuadro 5. Secuencias de iniciadores AFLP utilizados para los productos de

PCR
Combinacién de primer

E-ACC M-CAC
E-AAC M-CTA
E-AAC M-AGG
E-AGG M-CAC
E-AGG M-CTC
E-ACT M-CAC
E-AGG M-CTT
E-ACT M-CTA
E-AAC M-CTC
E-AGG M-CAT
E-ACG M-CAA
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E-AGG/M-CAC E-AGG/M-CTT
Figura 10. Patrones de bandeo AFLP de 94 individuos de J. pseudocurcas

usando cuatro diferentes iniciadores: A) E-AAC/M-CTA, B) E-ACG/M-CAA, C)
E-AGG/M-CAC, D) E-AGG/M-CTT; M= lader, 1= individuo 1, 2= individuo 2.
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Cuadro 6. Iniciadores para caracterizacion molecular de los individuos de J.
pseudocurcas

Primer E-AGG M-CAA M-CAC M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG M-CTT

E-ACC 30 24 13 *
E_AAG * * * * *

E-ACA * *

E-ACC 8 * *

E-ACG 9 * *

E-ACT * 10 * 5 * *

E-AGC *

E-AGG * 14 18 12 12

*Indica no amplificacion de bandas

Subpoblacin Subpoblacian subpoblacién
1 1 1
2 2 48
15 15 30
1 Na* 1 20
Ne* H*
05 10
0 0
Subpoblacian "% Subpoblacian subpeblacion — “, Subpoblacion Subpoblacién - Subpoblacion
3 2 3 2 3 2
subpoblacién subpoblacién Subpoblacion
1 1 1
BULD 200 100
80
150
4000
10
100
1* 40
2000 Np
=0 20 Pp
0 ) 0
Subpoblacian Subpoblacian subpoblacian B} Subpoblacien Subpoblacion - -, Subpoblacion
3 2 3 2 3 2

Figura 11. Estimadores de diversidad genética de tres subpoblaciones de J.
Pseudocurcas. Na*= Numero de alelos observados. Ne= Numero efectivo de
alelos. H*= indice de diversidad genética de Nei's (1973), I*= Iindice de nnon,
Np= Numero de loci polimorficos, Pp= Porcentaje de loci polmorficos.
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7.2. Parametros y variables para medir la diversidad genética

Entendiéndose esta diversidad como la diversidad dentro de una poblacion o diversidad
intrapoblacional.

1. Con base en el nUmero de variantes
a) Polimorfismo o tasa de polimorfismo (Pj)

Un gen se define como polimérfico si la frecuencia de uno de sus alelos es menor o igual a
0,95 6 0,99.

Pj=q<=0,95
Pj=q<=0,99

Siendo Pj la tasa de polimorfismo y q la frecuencia alélica. Con esta medida podemos saber si
un gen presenta variacion, y su célculo se hace por observacién directa, viendo si se cumple o
no la definicion.

Este criterio de polimorfismo es totalmente arbitrario y su valor es fijado para ver en que genes
es mas frecuente la variacion alélica.

b) Proporcion de loci polimérficos (P)

Es el nimero de loci polimérficos dividido por el numero total de loci (polimérficos y no
polimérficos):

P = npj /ntotal

Siendo P la proporcién de loci polimérficos, npj el numero de loci polimérficos, y ntotal el
namero total de loci.

Esta expresion nos dice el nimero de loci variables en una poblacién, y para su calculo se
deben contar el nimero de loci polimorficos y totales.

¢) Abundancia de variantes alélicas (A)

Se refiere al niUmero de variantes de una muestra.

La medida de la diversidad es A-1, ya que en una poblacién monomorfica la diversidad sera A-
1 = 0. Para un gen dado en una muestra, esta medida indica cuantas variables alélicas pueden
encontrarse. Es una medida sensible al tamafio de la muestra y hay que tener en cuenta en la
medida el nUmero maximo de alelos que pueden encontrarse.

d) Numero medio de alelos por locus (n)

Es el nimero de alelos contabilizados en todos los los loci, dividido por el nimero total de loci:
n = (1/K) Z ni (Con i desde 1 hasta K)

Siendo K el numero de loci, y ni el nimero de locus en cada loci.

Gracias a esta medida obtenemos informacién complementaria a la que tenemos gracias al
polimorfismo. Su célculo s6lo requiere contabilizar los alelos por locus, y hacer el promedio.

2. Con base en la frecuencia de variantes

e) Numero efectivo de alelos (Ae)

Es el nimero de alelos que pueden estar presentes en una poblacion:

Ae=1/(1-h)=1/Zpi

Siendo pi la frecuencia de cada alelo del locus, y h la heterocigosidad del locus.

Esta medida indica el nimero de alelos esperados en cada locus de una determinda poblacion,
y es la inversa de la homocigosidad de un locus.
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f) Heterocigosidad esperada (He) (diversidad genética de Nei)

Es la probabilidad de que en un locus Unico, cualquier par de alelos escogidos al azar, sean
diferentes entre si.
Se pueden realizar 3 tipos de célculos:

Un locus j con 2 alelos: hj = 1-p2-q2
Un locus jconialelos: hj=1 - Z pi2
Promedio de varios loci: H=Z hj /L

Siendo hj la heterocigosidad en cada locus, p y q las frecuencias alélicas, Hla heterocigodad
promedio para varios loci y L el nimero total de loci.

Esta He, si hacemos su promedio para todos los loci, obtendremos una medida de la
variabilidad genética de una poblacién. Su valor varia entre 0 y 1, y se maximiza cuando varios
alelos poseen frecuencias similares.

La heterocigosidad promedio esperada para varios loci se calcula al restar 1 a las frecuencias

esperadas de homocigotos de un locus, la operacidn se repite para todos los loci y luego se
hace su promedio.
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