Tropical and Subtropical Agroecosystems 24 (2021): #49 Araiza-Lizarde et al., 2021

VARIABILIDAD GENETICA DE Jatropha curcas SILVESTRE EN EL
NOROESTE DE MEXICO +

Tropical and

[Subtropical [GENETIC VARIABILITY OF WILD Jatropha curcas IN NORTHWEST
X MEXICO
Agroecosystems ]

Nidia Araiza-Lizarde®, Miguel Angel Angulo-Escalante 2,
Teodoro Reynoso-Granados 2, Pedro Cruz-Hernandez?,
Carlos L. Calderon-Vazquez* and Lilia Alcaraz-Meléndez 2

tUnidad Académica de Biotecnologia; Programa de Posgrado Maestria en Ciencias
Aplicadas. Universidad Politécnica de Sinaloa. Mazatlan, Sinaloa, México.
2Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C. La Paz, B.C.S., México.
Email: lalcaraz04@cibnor.mx

3 Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.; Departamento Bio
Recursos. Carretera Culiacan-El dorado km. 5.5. 80110, Culiacan, Sinaloa, México.

4Instituto Politécnico Nacional. Centro Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral de la Region. Boulevard Juan de Dios Batiz Paredes # 250, Col.

San Joachin, Guasave, Sinaloa, México.
*Corresponding author

SUMMARY

Background: Jatropha (Jatropha curcas) or physic nut is a potential source for the production of biodiesel as well as
its use in the pharmaceutical, agricultural, cosmetic and food industries. Genetic variability is of great importance for
future selection of elite plants. Obijective: Analyze the genetic diversity of wild Jatropha curcas in Northwest
México. Methodology: Young leaves of J. curcas were collected in three different ecotypes in Northern of Sinaloa
(El Quelite, Estacion Dimas and La Campana). Their diversity was analyzed with 5 primers ISSRs. Results: The
ISSR analysis of 27 J. curcas accessions showed an expected heterozygosity (He) and observed heterozygosity (Ho)
elevated among in La Campana (He 0.7524, Ho 0.644), Estacién Dimas (He 0.7092, Ho 0.5106) and El Quelite (He
0.7956, Ho 0.6660). Implications: The analysis of the genetic variability of wild Jatropha curcas from Sinaloa
contributes to be the bases for possible selection of genetic material. Conclusions: The ISSR analysis showed that
there is genetic diversity in the wild germplasm of the different regions of Sinaloa, this is important in the selection
of plants and the establishment of potential crops for the production of biodiesel, as well as the possibility of
improving and identifying new varieties.
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RESUMEN

Antecedentes: Jatropha (Jatropha curcas) o pifion mexicano, es una fuente potencial para la produccion de biodiesel
asi como su uso en la industria farmacéutica, agricola, cosmética y alimenticia. La variabilidad genética es de gran
importancia para la seleccion a futuro de plantas Elite. Objetivo: Analizar la diversidad genética de Jatropha curcas
silvestre en el Noroeste de México. Metodologia: Se colectaron hojas jovenes de J. curcas en tres diferentes ecotipos
del Sinaloa (El Quelite, Estacion Dimas y La Campana) y se realizd el andlisis ISSR empleando 5 primers.
Resultados: El andlisis ISSR de 27 plantas de J. curcas mostré una heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad
observada (Ho) elevada entre La Campana (He 0.7524, Ho 0.644), Estacion Dimas (He 0.7092, Ho 0.5106) y El
Quelite (He 0.7956, Ho 0.6660). Implicaciones: El analisis de la variabilidad genética de Jatropha curcas silvestre
de Sinaloa contribuye a ser las bases para posible seleccién de material genético. Conclusiones: El analisis ISSR
mostré que existe diversidad genética en el germoplasma silvestre de las diferentes regiones de Sinaloa, esto es
importante en la seleccion de plantas y el establecimiento de cultivos potenciales para la produccion de biodiesel, asi
como la posibilidad de mejorar e identificar nuevas variedades.

Palabra clave: Diversidad; variabilidad; genética; Jatropha.

¥ Submitted September 9, 2020 — Accepted January 4, 2021. This work is licensed under a CC-BY 4.0 International License.
ISSN: 1870-0462.


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Tropical and Subtropical Agroecosystems 24 (2021): #49
INTRODUCCION

Jatropha curcas es una especie que pertenece a la
familia Euphorbiaceae, es nativa de México y Centro
Ameérica (Aminul et al., 2012). Aunque también se
puede encontrar en Africa, Asia y la India (Ye et al.,
2009; Araiza et al., 2016).

Las semillas de Jatropha (Jatropha curcas) tienen un
alto contenido de aceite (50 a 60%) en el germen
(Ofori et al., 2012) debido a esta caracteristica es una
fuente potencial para la obtencion de aceite con fines
industriales y bioenergéticos. Es una especie que
presenta gran nimero de reportes que evidencian su
utilidad en la industria farmacéutica, agricola,
cosmética y alimenticia (Pabdn et al., 2012).

La distribucién de J. curcas depende de factores
ambientales, geogréaficos, tipo de suelo o ambiente
especifico (ecotipo) (Araiza et al., 2015), por otro
lado, Vasco-Leal (2017) menciond que también
pueden atribuirse a factores genéticos. En el caso de
especies donde no se han identificado marcadores
genéticos previamente, la variabilidad genética puede
ser determinada mediante el analisis de secuencias
cortas repetidas (ISSR) la cual es una técnica que no
requiere conocimiento previo del genoma (Sarla et
al., 2008). En este sentido, Navarro (2013), analizo el
genotipo de 27 accesiones de J. curcas provenientes
de los estados de Veracruz, Puebla y Morelos,
Mexico, empleando los marcadores ISSR; JCPS7,
JCT17, JCPS20, JCSSR26 y JCMN292, detectando
dos genotipos heterocigotos con los marcadores
JPS20 (197 y 217 pb) y JCT17 (195 y 211 pb) los
cuales podrian ser empleados para identificar
poblaciones silvestres.

Argollo-Marques et al. (2013) menciono que para
establecer el cultivo comercial de J. curcas se
requiere el desarrollo de un programa de
reproduccion genéticamente adecuado. Asi como la
variabilidad genética de la especie es importante para
el éxito de programas de reproduccion (Diaz et al.,
2017). Las poblaciones silvestres de J. curcas
representan un potencial de caracteristicas fenotipicas
y genotipicas para la seleccion de germoplasma con
potencial en la industria energética y cosmética.

En el Noroeste de Meéxico las investigaciones
enfocadas a las poblaciones silvestres de J. curcas,
son escasas Yy solamente se han reportado en el Centro
y Sur de Sinaloa, en los otros estados del Noroeste de
México no se han reportado poblaciones silvestres,
aunque si el interés de desarrollar cultivos
comerciales. Por lo tanto, hasta ahora no hay reportes
sobre la variabilidad genética. EIl presente estudio
tiene el objetivo de evaluar la variabilidad genética de
poblaciones silvestres de Jatropha curcas de tres
ecotipos en el Noroeste de México.
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MATERIALES Y METODOS
Colecta de Material vegetal

Se colectaron hojas jovenes de 9 plantas de Jatropha
curcas de diferentes ecotipos del estado de Sinaloa,
Meéxico: estacion Dimas (23° 45 0.89" N vy
106°46'35.6" W), El Quelite (23°31'51.10" N y
106°30'10.70") y La Campana (24°53°’52.3> Ny O
107°27°18.3> W) (Fig. 1). La temperatura promedio
de los ecotipos de Estacion Dimas, El Quelite y La
campana fue de 32.4, 33.6 y 36.7 °C respectivamente,
la precipitacién media anual fue de 554.2, 556.2 y
342.2 mm. En cada uno de los ecotipos se colocaron
hojas meristematicas en bolsas de plastico con cierre
hermético y se trasladaron dentro de un contenedor
con hielo, cuidando que la temperatura se mantuviera
a 12°C, una vez en el laboratorio del CIIDIR (Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo
Integral Regional, Unidad Sinaloa) se realiz6 la
extraccion de ADN.

Extraccion y cuantificacién de ADN de J. curcas

La extraccion de ADN se realizd por el método de
CTAB al 2% (Doyle & Doyle, 1987) modificado. En
un tubo Eppendorf (1.5 mL) se coloco 0.3 g de tejido
fresco macerado con 200 pL de buffer CTAB al 2%
(1.4 M NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH
8.0, 0.2% B-mercaptoetanol). Se incub6 a 60 °C por
15 min. Después, se agregaron 400 pL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1 v/v) se centrifugé 10
minutos a 13226 x g, y se recuper6 el sobrenadante.
Se agregaron 15 pL de RNAasa (10 pg/uL) y se
incubd por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, se
agregaron 400 pL de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1 viIv), se centrifugd por 10 min a 13226 x g y se
recuper6 el sobrenadante. EI ADN se precipité con
400 pL de isopropanol a -20 °C se centrifugo
inmediatamente por 10 min a 13226 x g y se decanto.
La pastilla del ADN se lavo con isopropanol al 100%,
se centrifugd por 5 min a 13226 x g y finalmente se
secd y se resuspendidé con 20 pL de agua destilada
ultra pura estéril.

Anélisis de variabilidad genética de J. curcas

Las muestras de ADN se analizaron con 5 juegos de
primers ISSRs (Tabla I). Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo en un volumen de 15 uL conteniendo:
15 ng/uL de ADN molde, 5 U/uL de Taq polimerasa
(Promega Corporation, U. S. A.), 5X Buffer, 25 mM
MgClz, 10 mM dNTPs, 10 uM de primer y agua
ultrapura. Las condiciones de amplificacion fueron:
una desnaturalizacion inicial de 94 °C x 2 min., 35
ciclos consistentes (94 °C x 30 s) desnaturalizacidn,
52 - 60 °C, adecuada a cada primer x 30 s
(temperatura de alineacién, Tabla 1) 72 °C x 30 s
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(extensién), seguido de una extension final a 72 °C
por 5 min. Después de completar la reaccion de PCR
los productos se conservaron a 4 °C.

La verificacion preliminar de la amplificacion fue
realizada en geles de agarosa 2 % tefiida con GelRed
(Biotium), utilizAndose un marcador de 1 Kb ladder
(Invitrogen). Finalmente, los geles se analizaron en
un sistema Gel Doc (BIORAD, numero de serie
765/07029), las imagenes se registraron con el
software Quantity One (BIORAD, Hércules, CA,
USA). El andlisis FST se realizd con el programa
Arlequin version 2.

Andlisis estadistico

Se realizé el anélisis ISSRs a 9 plantas de cada una de
las regiones y todas fueron analizadas por triplicado.
Se realiz6 prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov y homocedasticidad. El anélisis FST se
realizo con el programa Arlequin version 2. El indice
de Shannon (1) y diversidad genética de Nei (He) se
obtuvieron con el programa GenAlEx © version 6.3.

RESULTADOS
Diversidad genética de J. curcas

La tabla 2 presenta los datos obtenidos en el analisis
de ISSR de muestras de J. curcas proveniente de tres
ecotipos. El promedio de alelos fue similar en las tres
regiones, el promedio la heterocigosidad observada
(Ho) fue similar en EI Quelite y La Campana y la
heterocigosidad fue mayor en EI Quelite. Se
observaron de 172-285 pb (pares de bases) en los
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diferentes ecotipos. ElI promedio del valor PIC fue
mayor en El Quelite.

Se realizd un andlisis de valores de FST (diferencias
alélicas) y se observaron diferencias significativas en
las comparaciones pareadas entre ecotipos, siendo las
de mayor diferenciacion genética entre Estacion
Dimas y La Campana, seguida de Estacion Dimas y el
Quelite y las de menor diferencia genética La
Campana y el Quelite. El indice de Shannon (I)
mostré que el ecotipo de Estacion Dimas mostro
mayor diversidad genética, seguido de El Quelite y
La Campana. EI promedio del equilibrio de Hardy-
Weinberg fue de =.1388 (Tabla 3).

DISCUSION
Diversidad genética

El andlisis ISSR de accesiones de J. curcas mostro
heterocigosidad esperada Nei (He) entre los de La
Campana, Estacién Dimas y El Quelite de 0.7524,
0.7092 y 0.7956. Por otro lado, el analisis de FST
mostré que existen diferenciacion genética entre las
regiones de estudio sobre todo el de Estacion Dimas
fue el que presentd el valor més elevado con respecto
a los otros (Tabla 2 y 3). Salvador-Figueroa et al.
(2015), analizaron poblaciones silvestres de J. curcas
en Chiapas, reportando un valor FST= 0.087,
argumentando una diferenciacion genética en las
poblaciones. Estos valores reportados por Salvador-
Figueroa et al. (2015) son menores a los encontrados
en el ecotipo Estacion Dimas (FST = 0.1034) pero
mayores que los encontrados en los ecotipos de El
Quelite (FST = 0.0788) y La Campana (FST =
0.0460).

\\ Estacion Dimas

A

elite

13,168,889

Figura 1. Localizacidn de los ecotipos de J. curcas en Sinaloa, México (Araiza- Lizarde, et al. 2014).
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Tabla 1. Primers para el andlisis de ISSR de J. curcas y temperaturas de alineamiento (Ta).

Primer SSR  Secuencia de primers Repetidos Ta Autor
(°C)

JCPS7 5 TGTGGAAATTGACACGCTGAAA (TG)s-(CT)s 55 Mastan et al., 2011
TCATGGATGCCTTCGTACTTAG3’

JCPT17 5"AACAATCCCCATTCCTCCTC (GA)s---(GA)11(GT)» 60 Yaowalak et al., 2011
TCTCTCATTGTTGCGCTGTC3’

JCPS20 5 ACAGCAAGTGCACAACAATCTCA  (TG)12-(GA2 56 Sudheer et al., 2010
TACTGCAGAT GGATGGCATG3’

JCSSR26 5"CATACAAAGCCTTGTCC (CA)18 54.4 Basha & Sujatha 20009.
AACAGCATAATACGACTC 3’

JCMN292 5°"CGTGATCAGCTCTCGTACTTAG (CA), 52 Shaik et al., 2012.

AGTGAATTAGCATGTGCATGAAT

Tabla 2. Datos obtenidos en el analisis de ISSR de muestras de J. curcas proveniente de tres ecotipos. Se
muestra ndmero de alelos (NA), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), Pares de
base (pb) e Informacién de la Polimerasa Contenida (PIC).

Regiones Primer NA Ho He Pb PIC
Estacion Dimas JC7 5 0.555 0.718 200, 202,210, 0.640
222,228
JC17 6 0.444 0.718 173,180,182,  0.695
185, 188, 191
JC20 6 0.777 0.797 215, 220,225, 0.718
228, 235, 240
JC26 4 0.444 0.738 200, 205, 215,  0.480
225
JC292 4 0.333 0.718 185, 240,250, 0.642
270
Media 5 0.5106 0.709 0.635
El Quelite JC7 6 0.555 0.869 200, 202,210, 0.796
220, 230
JC17 6 0.666 0.869 182, 183,188, 0.782
190, 191, 192
JC20 7 0.888 0.888 200, 215,219, 0.085
220, 225, 230,
240
JC26 7 0.666 0.849 186, 205, 215,  0.819
218, 220, 222,
225
JC292 2 0.555 0.503 240, 250 0.362
Media 5.6 0.666 0.7956 0.707
La Campana JC7 4 0.555 0.673 200, 202,210, 0.565
220
JC17 8 1.000 0.888 172,175,178, 0.820
181, 182, 188,
191, 192
JC20 7 0.666 0.875 200-204, 210,  0.805
215, 220, 228,
240
JC26 4 0.666 0.758 205, 208,210, 0.666
215
JC292 3 0.333 0.568 240, 250,270  0.468
Media 52 0.664 0.7524 0.665
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Tabla 3. Valores FST, indice de Shannon (1), Equilibrio de Hardy-Weinberg (Ht) y P de los diferentes

ecotipos de J. curcas.

Valor FST Indice de Equilibrio de Hardy-  Probabilidad
Shannon (1) Weinberg y chi
Ecotipos cuadrada (Ht)
Estacion Dimas 0.10342 0.3186 0.1984 0.004
Sd 0.0156 0.02471
El Quelite 0.0788 b 0.3083 0.1296 0.19
Sd 0.0472 0.0675
La Campana 0.0460 2 0.3082 0.0884 0.040
Sd 0.0375 0.0482
Media 0.0760 0.3117 0.1388

FST= Diferencias Alélicas; P= Probabilidad
FST = Allelic Differences; P = Probability
Sd= Desviacién estandar

Sd= Standard deviation

a, ba, cb, cha = Diferencias significativas

a, ba, cb, cha = Significant difference

Na-ek et al. (2011), analizaron 9 accesiones de J.
curcas de muestras procedentes de México con 10
marcadores SSR y observaron una He de 0.130 menor
a las del presente estudio. En el presente estudio se
emplearon los mismos marcadores moleculares por
Navarro (2013) y se encontraron genotipos
heterocigotos con todos los marcadores analizados,
esta variabilidad genética se debe principalmente a
que las muestras de J. curcas empleadas en las
regiones de Dimas, El Quelite y La Campana son de
origen silvestres a diferencia de los realizados por
Navarro (2013) que analizé plantas cultivadas. Por
otro lado, Navarro (2013) reportd una heterocigosidad
de 0.10 y 0.16 menor a las del presente estudio, pero
similares a los reportados por Sudheer et al. (2009) en
donde atribuyen que la baja variabilidad genética
encontradas en algunas accesiones mexicanas pueden
ser debido a que los muestreos se realizaron en
plantas aisladas distantes de otros posibles
polinizadores y esto ha conducido a una alta
endogamia en los ultimos afios fijacién de los alelos.
Sin embargo, la asociacién deberia validarse con el
desarrollo de poblaciones segregantes y la
construccion de mapas genéticos para evitar
asociaciones sobre una base geogréfica en lugar de
genética.

Diaz et al. (2017) menciond que la caracterizacién de
la diversidad genética de Jatropha curcas es
fundamental para establecer estrategias de
conservacion y mejora genética. Con base en lo
anterior las accesiones analizadas en el presente
estudio en los diferentes ecotipos de Sinaloa
presentaron una alta diversidad genética en Estacion
Dimas (Fst= 0.1034) y un indice de Shannon de (I =
0.3186). Por otro lado, El Quelite y la Campana
también presentaron | = 0.3083 vy 0.3082

respectivamente, por lo tanto, su germoplasma podria
ser conservado ademas de ser empleadas para
estudios de mejora genética. Fahmida et al. (2019)
analizaron germoplasma de Jatropha curcas
provenientes de regiones agroclimaticas de
Bangladesh empleando marcadores moleculares
RAPD, mostrando un indice de Shannon (I) de entre
0.3251 y 0.6931, similares a los encontrados en los
ecotipos del Noroeste de México.

Cai et al. (2010). Analizaron la variabilidad genética
de 224 accesiones del germoplasma de cultivos de
Jatropha curcas en China, empleando primer ISSR,
en donde el promedio del indice de Shannon fue de
0.292 indicando una alta variabilidad genética en la
coleccion de germoplasma, sin embargo, son menores
a los encontrados en los ecotipos de Estacién Dimas,
El Quelite y La Campana.

El promedio de la heterocigosidad de Hardy-
Weinberg (Ht) en los ecotipos fue de 0.1388 (Tabla
3). Este resultado sugiere que existen niveles
significativos de variaciones genéticas entre los
ecotipos de Jatropha.

Por otro lado, Ovando-Medina et al. (2011)
encontraron una alta diversidad genética dentro y
entre las poblaciones de J. curcas en el estado de
Chiapas y un indice de Shannon de 0.202 a 0.378
similares a los encontrados en los ecotipos del
presente estudio. Esto indica que tanto el
germoplasma silvestre de Chiapas y Sinaloa son una
alternativa para el cultivo y desarrollo de esta especie
y su posible aprovechamiento en la industria
energética y a su vez permitiria generar empleos para
activar aquellas regiones en las que la agricultura
tradicional con fines alimenticios no se desarrolla.
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CONCLUSIONES

El andlisis ISSR de J. curcas reveld que existe
diversidad genética en las diferentes ecotipos
analizados en Sinaloa sobre todo en Estacion Dimas,
esto representa un potencial atractivo para emplearlo
en programas de seleccion y mejoramiento genético.
Actualmente, en México se ha impulsado el apoyo a
investigaciones que favorezcan activar el desarrollo
de la agricultura de las regiones aridas, semiaridas,
serranas o con suelos pobres en nutrientes mediante el
aprovechamiento racional de especies propias de la
region. Jatropha es una especie endémica de México
y la presente investigacion ayudara a proporcionar
informacion para mejorar la produccion de Jatropha y
por consiguiente la economia de las poblaciones y la
calidad de vida de estas.
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