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RESUMEN

Jatropha curcas (L.) es una planta nativa de América, principalmente de México y
Centroamérica que pertenece a la familia de las Euphorbiaceae, las semillas tienen
un alto contenido de aceite, lo cual ha permitido que esta especie se considere como
cultivo potencial para la produccidn de biodiesel. Ademas se ha encontrado que tiene
muchas ventajas nutrimentales por lo que es una planta muy cultivada en diversos
paises y ha sido objeto de muchos estudios para el aprovechamiento de su proteina
y aceite, aunque se han encontrado semillas téxicas tanto para el consumo animal
como humano, que acumulan metabolitos secundarios como mecanismos de
defensa como fitatos, lectinas, taninos, glucdsidos cianogénicos, saponinas,
inhibidores de tripsina, glucésidos de pirimidina, alcaloides y ésteres de forbol, a los
que se les atribuyen principalmente su toxicidad. Sin embargo, en México se han
encontrado plantas de J. curcas no toxicas, y entre los estados en los que se
encuentra esta variedad estd Chiapas donde se realiz6 una colecta en seis regiones
donde hay reporte de que esta especie es consumida por los pobladores.

En este trabajo, se determiné la toxicidad, el contenido de los ésteres de forbol, las
lectinas y el contenido de aceite de semillas de 20 accesiones de J. curcas. Para la
determinacion de toxicidad se utilizé un marcador SCAR que tiene la caracteristica
de mostrar una banda asociada a la toxicidad de 543 pb, la cual se encontré en un
62% de las accesiones estudiadas. De las 58 accesiones colectadas, solamente tres
presentaron una concentracion de ésteres de forbol inferior a 0.11 mg g™'que es el
nivel maximo para considerarla no téxica. En cuanto a las lectinas, se determiné su
presencia por hemaglutinacion, las cuales se observaron en un 45% de las
accesiones estudiadas. El contenido de aceite se encontré dentro del rango
establecido en la literatura (40-45%). Con los resultados encontrados en este estudio
se muestra que no existe una certeza para determinar la toxicidad de J. curcas en la
asociacion entre los marcadores moleculares, la concentracion de ésteres de forbol y
la presencia de lectinas.



1. INTRODUCCION

El género Jatropha pertenece a la familia de las Euphorbiaceae, cuenta con mas de
70 especies, que se destacan por su rapido crecimiento y facil propagacion. Las
semillas tienen un alto contenido de aceite, lo cual ha permitido que esta especie se
considere como cultivo potencial para la produccion de biodiesel.

J. curcas es un arbusto o arbol pequefio originario de América pero ampliamente
cultivado en paises de Asia y Africa; es reconocida por ser un excelente cultivo
debido a que se adapta facil a zonas aridas, semiaridas y de alta pluviosidad,
prospera en suelos de baja fertilidad, permite recuperar nutrientes, restaurar vy
rehabilitar suelos afectados por la erosion.

Esta planta ha demostrado tener muchas ventajas nutrimentales por lo que es
cultivada en diversos paises y ha sido objeto de numerosos estudios para el
aprovechamiento de su proteina y aceite. En México su semilla es utilizada en la
elaboracion de platillos tradicionales en Puebla, Morelos, Hidalgo, Veracruz y
Quintana Roo. Sin embargo, por ser una especie semidomesticada, las semillas
ricas en suplementos energéticos, sintetizan y acumulan metabolitos secundarios
como mecanismos de defensa como fitatos, lectinas, taninos, glucdsidos
cianogénicos, saponinas, inhibidores de tripsina, glucosidos de pirimidina, alcaloides
y ésteres de forbol, entre otros.

Los ésteres de forbol son los metabolitos a los que se les atribuye la principal causa
de toxicidad y con base en su concentracion, las plantas de J. curcas son
clasificadas como toxicas o no. La cuantificacion de los ésteres de forbol es un punto
clave para el aprovechamiento de Jatropha curcas en la industria.

La dificultad de eliminar los ésteres de forbol y otros factores antinutricionales o
disminuirlos hasta los niveles reportados como inocuos, puede obstaculizar el
aprovechamiento de esta especie en la alimentacion de humanos y animales, aun
cuando presenta un alto contenido y calidad de proteina en sus semillas. Por ello,
resulta necesaria la caracterizacién de diferentes accesiones de J. curcas, en las
regiones donde se presentan genotipos que se utilizan en la preparacién de diversos
platillos. En Chiapas J. curcas se utiliza mayormente como cerco vivo y se tienen
algunos reportes de su consumo en la alimentacion humana, sin contar con datos
precisos de la distribucidn y proporcion de genotipos toxicos respecto a los no
téxicos.



1.1. Objetivo general

Determinar el contenido de aceite y algunas caracteristicas bioquimicas vy
moleculares asociadas a la toxicidad, en semillas de Jatropha curcas (L.) colectadas
en seis regiones del estado de Chiapas.

1.2 Objetivos especificos

a) Estimar mediante Espectrofotometria de Infrarrojo Cercano (NIR) el contenido
de aceite en la semilla completa de Jatropha curcas (L.)

b) Cuantificar por cromatografia de alta eficacia (HPLC) el contenido de ésteres
de forbol en la semilla completa de Jatropha curcas (L.)

c) Determinar mediante hemaglutinacién la presencia de lectinas en semillas de
Jatropha curcas (L.)

d) Determinar la presencia de marcadores tipo SCAR asociados a toxicidad en
DNA de hojas cotiledonares de Jatropha curcas (L.)

1.3 Hipétesis

a) Las accesiones de pifion comestible no presentan la banda asociada a la
toxicidad con el marcador molecular tipo SCAR, el contenido de ésteres de forbol
es bajo y las lectinas estan ausentes.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Jatropha curcas (L.)

Ante el grave problema de la contaminacion ambiental, la amenaza de que las
reservas de combustibles fosiles se agotaran en un futuro y el incremento del precio
internacional del petréleo crudo, muchos paises han decidido impulsar el desarrollo y
uso de energias alternativas, que ofrecen grandes ventajas sobre las fuentes
energéticas actuales, ya sea por su efecto menos contaminante o fundamentalmente
por tratarse de energias renovables.

Existen fuentes vegetales semidomesticadas con alto contenido de aceite, como es
el caso de Jatropha curcas (L.) que no forma parte de los cultivos basicos pero que
por sus ventajas agrondmicas es interesante y puede dar un impulso a la agricultura
en México (Martinez, 2007).

Este cultivo se ha vuelto una alternativa como fuente de producciéon de biodiesel por
el alto contenido de aceite en sus semillas, ademas que posee un alto contenido de
proteina y se pueden obtener una serie de subproductos que aumenten la cadena de
produccion (Makkar y Becker, 2009).

2.2 Descripcion botanica

Jatropha curcas (L.) corresponde a las plantas dicotileddneas, clase Magnoliopsida,
lo que indica que es una especie muy evolucionada, desde el punto de vista
filogenético dicha clase se subdivide en seis subclases. J. curcas pertenece a una de
las 58 000 especies de la subclase Rosidadae (Donogue y Mathews, 1998).

El pifion tropical (J. curcas) también llamado tempate, piidn botija, pifion de leche,
coquito, coquillo, cotoncito, pifioncillo, ashté o axté, chuta o chote (Gomez et al.,
2009), es una oleaginosa perenne, de crecimiento rapido, porte arbustivo de 2 a 3 m
de alto, pero en condiciones especiales puede alcanzar hasta 8 m; el grosor del
tronco es de 20 cm en la base, con brotacién a corta altura de varios tallos, la corteza
lisa en color blanco grisacea (Martinez et al., 2006; Makkar et al., 1998).

La planta tiene hojas verdes con una longitud y anchura de 6 a 15 cm. Las plantas de
J. curcas muestran diferente estructuracion que va desde una planta con tallo
principal sin o con pocas ramas, a una planta que se ramifica desde la base. Las
ramas de la planta de pifion contienen un liquido (latex) de color blanco, de textura
pegajosa que deja manchas marrones, insolubles al agua. El sistema radical de las
plantulas estd muy bien desarrollado, con raices creciendo tanto lateral como
verticalmente en las capas mas profundas del suelo (van der Putten et al., 2010).

La especie es monoica ya que forma inflorescencias con flores masculinas vy
femeninas en la misma planta, aunque algunas plantas son poligamas, ya que
presentan flores hermafroditas, y hay también, plantas soélo con flores femeninas, las
cuales son pequefias, con pétalos de 6 a 7 mm de largo, blanquecinos, verdoso-
amarillos en el centro y pubescentes. La longitud del peciolo varia entre 6 y 23 mm.
En condiciones donde ocurre el crecimiento continuo, un desequilibrio del pistilo trae
como consecuencia un numero mas alto de flores femeninas que presentan bracteas
acuminadas y las masculinas presentan bracteas ovadas y pedicelos pubescentes.
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Las flores se polinizan, de manera importante por abejas, por lo que las colmenas
son necesarias en el cultivo (Eguiluz, 2010).

Los frutos crecen al final de las ramas en racimos de 5 a 20 unidades, producto de
cada inflorescencia formada y flores fecundadas; tienen una forma semejante a un
balon de futbol americano y alrededor de 40 mm de largo, es una capsula ovoide,
verdosa-amarillenta y carnosa, pero café oscuro o negro y dehiscente cuando esta
seca. Para desarrollarse requiere 90 dias desde la floracién hasta que maduran las
semillas. Cada fruta contiene, por lo general, tres semillas, aunque a veces se
pueden encontrar hasta cuatro o cinco (van der Putten et al., 2010).

Los frutos maduran en invierno cuando el arbusto tira las hojas, pudiendo producir
varias cosechas durante el afio si la humedad de la tierra es buena y las
temperaturas son suficientemente altas (Eguiluz, 2010).

La semilla de pifidn o Jatrofa tiene en promedio 18 mm de largo, 12 mm de ancho y
10 mm de espesor. Las dimensiones de las semillas varian en una misma planta, asi
también entre semillas de diferentes procedencias. Los rangos de peso de las
semillas varian entre los 0.5 y 0.8 gramos cada una, con un promedio de 1,333
semillas por kg (van der Putten et al., 2010).

Las semillas consisten en una cascara dura o testa, que representa alrededor del
37% en peso del total y una almendra blanca y suave al interior que representa al
63% restante. Las semillas secas tienen un contenido de humedad de alrededor del
7% y contienen un rango de 32 a 40% de aceite, con un promedio de 34%(op. cit.).
Su produccion anual promedio es de 5 t ha”. La semilla es cosechada cuando la
capsula esta madura y esta cambia del verde a amarillo, esto ocurre de dos a cuatro
meses después de la polinizacion (Eguiluz, 2010).

La J. curcas es una planta de gran resistencia que puede adaptarse a diversas
condiciones ecoldgicas. Su mecanismo de supervivencia le permite soportar
periodos de estrés como frio, sequia severa y bajos niveles de nutrientes. La planta
es capaz de recuperar los nutrientes de las hojas y guardarlos en el tallo y la raiz;
cuando esto ocurre las hojas se vuelven amarillas y caen, el tallo permanece verde y
fotosintéticamente activo. En este estado de latencia, la planta puede sobrevivir por
periodos de mas de un afo sin lluvia (van der Putten et al., 2010).

2.3 Composicion quimica

Las plantas y en general los seres vivos, sintetizan diversos compuestos para su
funcionamiento (metabolitos primarios) como los aminoacidos, carbohidratos, lipidos,
glicéridos, acidos nucleicos y compuestos que intervienen en sus interacciones
ecologicas con el ambiente (metabolitos secundarios) como terpenos, compuestos
fendlicos, glicésidos y alcaloides. Estos metabolitos secundarios cumplen con
funciones de defensa contra predadores y patdgenos, como agentes alelopaticos que
son liberados para ejercer efectos sobre otras plantas, para encantar a los
polinizadores con sus bellos colores o atrayendo a los animales que van a utilizar los
frutos como fuente de alimento y que contribuyen a la dispersiéon de las semillas. El
conocimiento, estudio y utilidad de estos metabolitos ha propiciado el desarrollo de la
fotoquimica a través de la incorporacion de nuevas técnicas de extraccion,
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purificaciéon e identificacion de moléculas biolégicamente activas, como materia prima
para la fabricacion de productos farmacéuticos, cosméticos, nutracéuticos vy
agropecuarios (Pabén y Hernandez-Rodriguez, 2012).

J. curcas es un ejemplo de esta gran diversidad tal como se reporta en el gran
numero de estudios dirigidos a conocer la composicion quimica en cada una de las
partes de esta planta. Se han identificado flavonoides, diterpenos, esteroles,
triterpenos, sapogeninas, cumarinas, desoxipreusomerinas, acidos organicos,
iridiodes, saponinas y taninos (Gubitz et al., 1999), asi como también distintos
componentes toxicos (ésteres de forbol, curcinas, inhibidores de tripsina, lectinas y
fitatos) (Gubitz et al., 1999, van der Putten et al., 2010). En el Cuadro 1 se muestran
los compuestos aislados en cada una de las estructuras de la planta (Pabdn y
Hernandez-Rodriguez, 2012).

Cuadro 1. Metabolitos aislados de diferentes estructuras de Jatropha curcas

Estructura Compuestos

Flavonoides: apigenina, vitexina, isovitexina

Diterpenos: heudolotinona

Triterpenos ciclicos: estigmasterol, estigmaste-5-en-33, 7 B-diol,

) estigmaste-5-en-3 B, 7 a-diol, coleste-5-en-3 3, 7 B-diol, coleste-5-en-3 3,

Hojas 7 a-diol, campesterol, B-sitosterol, B-D-glucésido del 7-ceto- B-sitosterol,

a-amirina

1-triacontanol (alcohol ceroso),

Dimero de un triterpeno alcohol y dos glicésidos flavonoides

Aminas: mezcla de 5-hidroxipirrolidina-2-ona y pirimidina-2,4-diona

Triterpenos: B-amirina, B-sitoesterol, taraxerol, epi-friedelinol, friedelina,
Tallos jatrocurina

Cumarinas: éster metilico escopoletina

Diterpenos: palmarumicina CP1, palmarumicina JC1, palmarumicina JC2

Acidos: o-cumaérico, p-cumarico, p-metilbenzoico, p-hidroxibenzoico,
. protocatéquico, resorsilico
Parte aérea Diterpenos: 15-0-acetil-15-epi-(4E)-jatrogrossidentadiona,
isojatrogrossidentadiona  3-  B-acetoxi-12-metoxi-13-metil-podocarpa-
8,11,13-trieno-7-ona, 3 B,12-hidroxi-13-metil-podocarpa-8,10,13-trieno

Esteroles: B-sitosterol y su B-D-glucésido, daucosterol
Triterpenos: taraxerol
] Cumarina: tomentina, marmesina, propazina, jatrofina, 5-hidroxi-6,7-
Raices dimetoxicumarina, 6-metoxi-7-hidroxicoumarina
Diterpenos: curculatirano A y B, curcusona A-D, jatrofolona Ay B,
jatrofolol, jatrofalactama, caniojana
Flavonoides: nobiletina

. Péptidos: curcaciclina Ay B
Latex Enzimas: curcaina
Alcaloides: jatrofina, jatrofano

Esteroles: B-sitosterol y su B-D-glucésido

Diterpenos: factores C1- C6 (diésteres nucleo tiglano 12- deoxi-16-
Semillas hidroxiforbol)

Azucares: dulcitol y sacarosa

Proteinas: esterasa JEA, JEB, lipasa JL, curcina, fitatos, saponinas e

inhibidores de la tripsina
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Ademas la semilla contiene minerales como fdosforo, calcio, sodio, potasio y
magnesio (Eguiluz, 2010).

Al ser considerada como una planta oleaginosa por su alto contenido de aceite en las
semillas, se han empleado diferentes métodos para optimizar los procesos de
extraccion; Heng et al. (2009) encontraron que la extraccion con hexano por el
método de Soxhlet, un rendimiento de 49.21% y por el método de fluidos
supercriticos de 43.51% (Heng et al., 2009). Asimismo, las caracteristicas
fisicoquimicas de este aceite, lo hacen adecuado para la fabricacion de biodiesel,
barnices, betunes y jabones, entre otros productos. La composicion mayoritaria de
este aceite es de 64% de triacilgliceroles, 12% de compuestos hidrocarbonados y 9
% de acidos grasos libres, entre los que se encuentran los acidos oleico, linoleico,
palmitico y estearico. A pesar de que este aceite tiene una composicién similar a la
de muchos aceites comestibles, no se han comercializado por sus efectos téxicos
atribuidos a los ésteres de forbol presentes, no sélo en la semilla, sino que han sido
encontrados en diferentes partes de la planta (Kumar y Sharma, 2008).

2.4 Toxicidad

Si bien es conocida la amplia utilizacion de las plantas en medicina tradicional, no
todas son seguras por la toxicidad que algunas presentan. Se conoce que la
toxicidad varia en relacion con el tipo de principio activo y su concentracion, el tipo de
principio activo, el tiempo de uso y el lugar geografico de donde se extraen las
plantas. Igualmente, pueden causar diferentes riesgos que van desde enfermar, herir
o dar muerte a los seres vivos. Teniendo en cuenta el amplio conocimiento que se ha
generado a través de los usos etnobotanicos, es importante realizar estudios
sistematicos y controlados para conocer el grado de toxicidad y la influencia de esta
en las aplicaciones farmacoldogicas en los seres vivos. Ademas, propiciar el
aislamiento de principios activos toxicos para patégenos e inocuos para el ambiente
permitiria generar productos contra plagas y vectores de agentes patdégenos que
beneficien la produccidon agricola, la salud humana y veterinaria (Pabdén vy
Hernandez-Rodriguez, 2012).

El efecto téxico del pifion ha sido reportado para la mayor parte de la planta, sin
embargo, la semilla es la parte mas estudiada, tanto por su importancia, como por los
efectos que causa en los seres vivos, desde microorganismos hasta animales
pluricelulares. Los constituyentes toxicos de la semilla incluyen: taninos,
sapogeninas, alcaloides, ésteres, toxoalbuminas y compuestos cianogénicos. En los
frutos y semillas se han reportado propiedades contraceptivas (Yan et al., 2010). La
mayoria de los ensayos donde se ha evaluado el efecto toxico de las semillas en
animales han mostrado sintomas clinicos comunes como dolor abdominal, diarrea,
hemorragia, pérdida de apetito, disnea, desequilibrio nervioso y ojos hundidos,
adicionalmente, los hallazgos histopatolégicos reportan inflamacion gastrointestinal,
necrosis del higado, corazén y rifiones. Los estudios de toxicidad han permitido
identificar que las diferencias en el efecto téxico radican en la dosis, en el modo de
administracion y el animal que se utilice en el ensayo biologico (Yan et al., 2010).
Estos parametros se deben tener en cuenta porque proporcionan una aproximacion
sobre las condiciones de inocuidad de la sustancia a utilizar de manera segura.
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Rakshit et al. (2008) encontraron que en ratas alimentadas con semillas
desengrasadas de pifion la muerte ocurre al cabo de 6 a 8 dias y si se alimentan con
semillas asadas o cocidas se prolonga entre 14 y 16 dias. Con relacién a la dosis se
ha reportado que cuando en las cabras se suministra por via oral una concentracion
diaria de 1 g kg™ de peso, la muerte ocurre entre los siete y 11 dias después de la
ingestion, si la dosis disminuye a 0.25 g kg™, se provoca la muerte entre 18 y 21 dias
después (Abdel et al., 2003). EI modo de administracién también puede provocar
diferencias en el efecto téxico de la sustancia que se evalua; en forma general, se
observa que la administracion oral ocasiona la muerte en la mayoria de los animales,
mientras que si se utiliza como tépico se genera una alteracion local que puede ir
desde un eritema hasta una lesién necrotica (Yan et al., 2010).

En los humanos, el consumo accidental de las semillas no comestibles puede causar
nauseas, vomitos y diarrea (Makkar y Becker, 2009). En 1854, en Birmingham,
Inglaterra, mas de 30 nifios se intoxicaron con semillas de J. curcas. Estos efectos
téxicos, atribuidos a la presencia de factores antinutricionales (saponinas, fitatos,
inhibidores de tripsina, glucosinolatos, inhibidores de amilasa, glicésidos
cianogénicos, curcinas, curcaina y los ésteres de forbol), han llevado a la busqueda
de antidotos como la utilizacion de Bixa orellana (achiote) y Peltrophorum africanum
(flamboyan dorado) para contrarrestar las intoxicaciones en poblaciones de México y
del sur de Africa (Martinez et al., 2006).

Esto ha despertado el interés por conocer a qué factor antinutricional y toxico se
deben los mayores efectos adversos, por lo que se han desarrollado varias
investigaciones con algunos de estos factores. La curcina presenta una toxicidad oral
aguda y un efecto aglutinante de los eritrocitos; el efecto toxico esta asociado con su
participacion en la inhibicién de la sintesis de proteinas in vitro (Gubitz et al., 1999).
Sin embargo, este compuesto se encuentra en muchos alimentos como granos y
vegetales, por lo que su presencia en las semillas no es una barrera para el
aprovechamiento de esta parte de la planta, siempre y cuando no se encuentre este
compuesto en altas concentraciones (King et al., 2009).

Para disminuir la toxicidad de esta planta se han realizado diversos métodos de
desintoxicacion, como tratamiento térmico, extraccién con solventes, extraccién con
radiacion ionizante, entre otros (King et al., 2009). El tratamiento térmico no es
considerado como un método eficaz para disminuir la concentracion de factores
antinutricionales, por lo que se ha optado por la combinacidén de temperatura con
bases fuerte, obteniéndose asi una disminucion de 86% de este tipo de compuestos
(Kumar y Sharma, 2008). Otro método evaluado es la extraccion con etanol,
obteniéndose buenos resultados para eliminar por completo los ésteres de forbol y
lectinas, aunque estos procesos de desintoxicacién solo se han realizado a escala de
laboratorio y no a gran escala debido al alto costo econdmico (Saetae y Worapot,
2011).

Una opcién viable para la utilizacion de la semilla de esta planta, sin los efectos
téxicos producidos por los metabolitos, es el establecimiento de huertos con especies
provenientes de México o América Central que no presentan este efecto toxico. Por
ejemplo las semillas procedentes de algunas regiones en México son empleadas
para alimentar pollos y cerdos e incluso después de ser hervidas o asadas son
utilizadas para preparar platillos tradicionales como pipian, tamales o después de
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tostarlos en un comal lo consumen como si fuera cacahuate (Glbitz et al., 1999;
Gomez et al., 2009).

De acuerdo con los resultados encontrados por diferentes autores, se considera a los
ésteres de forbol, asi como las curcinas (lectinas), los principales componentes
toxicos en la semilla de pifion no comestible (Devappa et al., 2010).

2.4.1 Esteres de forbol

Los ésteres de forbol son diterpenos que pueden causar la muerte y estan presentes
en variedades no comestibles pero ausentes o en poca concentracion en las
accesiones de semilla comestible (= 0.11 mg g') (Makkar et al., 1998, Makkar vy
Becker, 2009).

Los ésteres de forbol son el componente mas toxico de Jatropha y se encuentran
presentes en elevadas concentraciones en los nucleos de las semillas. Makkar et al.
(1998) establecieron que el contenido de ésteres de forbol varia segun la
procedencia de la semilla; este compuesto se conserva aun después de realizar el
prensado para la extraccion de aceite, segun su grado de desengrase (Gandini et al.,
2007).

Inducen a una notable diversidad de efectos bioldgicos a concentraciones
excepcionalmente bajas. Son responsables de efectos irritantes de piel, purgante y
promocion tumoral, ya que estimulan la proteina quinasa C (PKC) que participa en la
sefalizacién y la transduccion en procesos de desarrollo de la mayoria de las células
y los tejidos, produciendo una variedad de efectos biolégicos en una amplia gama de
organismos (Goel et al., 2007).

Los diésteres de forbol son moléculas anfipaticas que presentan una toxicidad que es
probable, se relacionen con el gran numero de actividades que presentan
(inflamatoria, molusquicida, entre otras). Estos compuestos ademas provocan
hemorragia gastrointestinal y cambios microscopicos en rifiones, pulmones, corazon,
higado y bazo (Rakshit et al., 2011).

Experimentos realizados con peces, ratones, ratas, ovejas y cabras, para evaluar la
toxicidad provocada por ésteres de forbol, han mostrado efectos como la disminucion
en el nivel de glucosa, aumento en la concentracion de arginina, glutamato y
oxalacetato, falta de apetito, disminucion de la ingesta de agua, diarrea,
deshidratacién y otros efectos hemorragicos en diferentes o6rganos (Adam vy
Magzoub, 1975).

2.4.2 Curcinas

Las curcinas son un tipo de lectinas, las cuales son proteinas termolabiles, por lo
que su actividad puede disminuirse por tratamiento térmico (Aregheore et al., 1998,
Morales y Troncoso, 1996)). La curcina al ser una lectina produce hemaglutinacion
en eritrocitos y su presencia, aparentemente, es similar en J. curcas téxica y no
toxica.
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Las lectinas son un grupo de proteinas unidas a un azucar, que se encuentran en
muchos organismos y estan involucradas en varios procesos bioldgicos (Elgavish y
Shaanan, 1997). Cuando se consumen altos niveles, las lectinas amenazan el
crecimiento y salud de animales. Estas glicoproteinas vegetales son capaces de
aglutinar células por lo que se les conoce también con el nombre de
fitohemaglutinas; tienen un efecto antinutricional por su accion directa sobre la
mucosa intestinal induciendo la modificacion de algunas enzimas y esto provoca una
mala absorcion de nutrientes, por lo que es importante determinar su presencia como
indicativo de toxicidad (Peralta, s.a).

2.5 Determinacion de toxicidad con marcadores moleculares

Los métodos convencionales han mostrado que las caracteristicas morfologicas son
utiles para establecer relaciones filogenéticas a nivel de género, pero son
insuficientes para definir diversidad genética y relaciones entre accesiones de J.
curcas, debido a la fuerte influencia del ambiente en rasgos como el peso de la
semilla, la proteina de la semilla y contenido de aceite (Heller, 1991; Sakaguchi y
Somabhi, 1987). Por ello, la evaluacién de la variacion genética es mas factible a
través del uso de marcadores moleculares neutros (Basha y Sujatha, 2007).

Convencionalmente, la identificacion de marcadores ligados a rasgos utiles se ha
basado en mapas de ligamiento completos y experimentos de hibridacion. Sin
embargo, métodos alternativos como la construccibn de mapas parciales y
combinacion de pedigri y de informacion de marcadores, son muy utiles para
identificar asociaciones marcador/rasgo (Korzun, 2003).

Varios marcadores de DNA del tipo RAPD, ISSR y AFLP estan siendo utilizados para
estudiar el germoplasma de J. curcas en todo el mundo. Sin embargo, el método de
uso mas frecuente es el estudio del DNA polimérfico amplificado al azar, mediante
marcadores RAPD. Una revisidon exhaustiva de las publicaciones basadas en
marcadores moleculares indica dos tipos de estudios: A) aquellos que desean
explorar la utilidad de los marcadores para dilucidar las relaciones filogenéticas del
género Jatropha y B) los que estudian la variabilidad en accesiones de J. curcas de
diferentes origenes, con el objetivo a largo plazo de mejoramiento de germoplasma
asistida por marcadores (Medina-Ovando et al., 2011).

Basha y Sujatha (2009) caracterizaron 34 accesiones de ocho especies de Jatropha
de importancia agrondmica mediante marcadores RAPD, ISSR y microsatélites y
encontraron la existencia de una elevada variacién genética interespecifica (98.5%
de polimorfismo) en concordancia con la diferenciacion morfolégica mostrada por las
especies en estudio.

Algunas investigaciones realizadas con accesiones de J. curcas procedentes de
distintas regiones del mundo, han reportado un bajo coeficiente de diversidad
genética intraespecifica e independientemente del niumero de accesiones usadas, la
robustez de los cebadores y el numero de marcadores, todas las accesiones de la
India se agrupan.

Popluechai et al. (2009) analizaron con marcadores 38 accesiones de J. curcas
procedentes de 13 paises de Asia, Africa y América, presentando altos coeficientes
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de similitud, por ejemplo, de 0.78 entre las accesiones de India, Nigeria y Tailandia.
Basha et al. (2009) utilizaron marcadores RAPD-ISSR, utilizando 72 accesiones de
13 paises y obtuvieron resultados de diversidad alrededor de 43% entre paises de
Asia y hasta 55% entre paises de Africa, y un 70% de diversidad genética en
accesiones mexicanas, lo que coloca a México como centro de origen de esta
especie.

Basha y Sujatha (2007) compararon 42 accesiones de J. curcas procedentes de
diferentes regiones de India con un genotipo mexicano no téxico. Encontraron niveles
bajos de polimorfismo molecular entre las accesiones hindues (42.0% con 400
cebadores RAPD y 33.5% con 100 cebadores ISSR). El cebador para Region
Amplificada Caracterizada por una Secuencia SCAR ISPJ1 amplificé un fragmento
de 543 pares de bases en todas las accesiones de la India mientras que el cebador
ISPJ2 detectdé un fragmento de 1,096 pares de bases especifico del genotipo
mexicano; ademas este genotipo presentdé 17 fragmentos RAPD y cuatro ISSR
especificos.

En un estudio realizado por Sanchez-Gutiérrez et al. (2010) con cinco poblaciones
chiapanecas de J. curcas mediante marcadores AFLP se obtuvieron tasas de
polimorfismo que variaron entre 78.3% y 93.1%, mientras que el polimorfismo global
fue de 84.9%, pudiéndose discriminar entre las poblaciones del Centro y del
Socunusco. Estos resultados revelan la alta diversidad genética en las poblaciones
estudiadas, mayor que la de poblaciones que crecen en otras partes del mundo, por
lo que Chiapas puede considerarse un centro de origen y diversidad de esta especie.
De aqui la necesidad de realizar estudios de caracterizacion de los genotipos
presentes en Chiapas para su utilizacion en futuros programas de mejoramiento
genético orientados ya sea a la industria energética o a la alimentacién.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Colecta de la semilla

En el afo 2013 se realizé una colecta de frutos maduros de pifidn en cercos Vvivos,
patios y huertos; en forma paralela a la colecta se hicieron entrevistas con el fin de
conocer desde el punto de vista de los pobladores, si el pifidn era comestible o no.
Los puntos de colecta fueron georeferenciadas con la ayuda de un GPS modelo
GPSmaps60.

Se obtuvieron 90 accesiones de Jatropha curcas (L.) y de estas se hizo una
seleccion de 58 accesiones, tomando en cuenta el reporte de los pobladores como
accesiones comestibles (Cuadro 2). La colecta se realizd en seis regiones de
Chiapas, que fueron: Valle Zoque, Metropolitana, Mezcalapa, de Los llanos, Frailesca
y Region Maya (Figura 1).

Cuadro 2. Datos de ubicacion de los 58 sitios de colecta de accesiones de pifién
(Jatropha curcas L.) del estado de Chiapas

Numero Clave de Municipio Coordenadas Tipo de sitio  Reporte de
. e
accesion N oW de la colecta  toxicidad
1 JAT-ACAL-EJA1 Acala 16°30'30.9" 92°51'03.2" Cerco vivo Toxica
3 JAT-CHIA-EIA1 Chiapa de 16°31'48.7" 92°59'43.8" Cerco vivo Toxica
Corzo
4 JAT-CHIA-RSD1 Chiapa de 16°36'00.2" 92°58'26.0" Cerco vivo Toxica
Corzo
5 JAT-CHIA-RSA1 Chiapa de 16°42'50.3" 93°01'55.9" Huerto No téxica
Corzo Comercial
6 JAT-CHIA-RSA2 Chiapa de 16°42'50.3"  93°01'55.9" Huerto No toxica
Corzo Comercial
8 JAT-CHCO-ELO1 Chicoasén 17°01'274" 93°07'26.6" Cerco vivo de No toxica
traspatio y
huerto
comercial
1 JAT-CHCO- Chicoasén 17°02'05.5" 93°07'00.3" Huerto Toxica
ELP2B Comercial
13 JAT-CHCO-ELP4 Chicoasén 17°02'05.5" 93°07'00.3" Traspatio Toxica
15 JAT-OSUM-TUN1 Osumacinta 16°54'44.1"  93°07'28.9" Cerco vivo Toxica
16 JAT-COPA-BJU1 Copainala 17°08'28.2" 93°15'01.4" Cerco vivo Toxica
17 JAT-COPA-BJU2 Copainala 17°08'28.2" 93°15'01.4" Cerco vivo No toxica
18 JAT-COPA-BJU5 Copainala 17°08'28.2" 93°15'01.4" Traspatio No toxica
19 JAT-COPA-CJS1 Copainala 17°05'32.6" 93°12'41.6" Cerco vivo de No toxica
traspatio
20 JAT-COPA-CJS2 Copainala 17°05'32.6" 93°12'41.6" Cerco vivo de No toxica

traspatio
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21

22
23
25

28
29

31

33
34

35
36

37

38
39
40
41
43

44

45

46
47

48

49

50

51
52

54

JAT-COPA-CTB1

JAT-COPA-CTB2
JAT-COPA-PANT
JAT-COPA-RAI2

JAT-COPA-RAI5
JAT-COPA-RAIG

JAT-COPA-RCC1

JAT-COPA-RDE1
JAT-COPA-RSA1

JAT-COPA-RSA2
JAT-COPA-RTU3

JAT-COPA-RTU8

JAT-COPA-RSL2
JAT-EMZA-EVN1
JAT-EMZA-RLI
JAT-FLEO-FLE1
JAT-FLEO-FLE4

JAT-FLEO-RSD1

JAT-FLEO-SAT1

JAT-OCOZ-RSA1
JAT-PALE-ELZ1

JAT-PALE-EPN1

JAT-PALE-EPN2A

JAT-PALE-EPN2B

JAT-PALE-MKJ3
JAT-PALE-MKJ4

JAT-TECP-CFM2

Copainala

Copainala
Copainala

Copainala

Copainala

Copainala

Copainala

Copainala

Copainala

Copainala

Copainala

Copainala

Copainala
Emiliano Zapata
Emiliano Zapata

Fco. Leon

Fco. Ledn

Fco. Ledn

Fco. Ledn

Ocozocuautla

Palenque

Palenque

Palenque

Palenque

Palenque

Palenque

Tecpatan

17°06'02.4"

17°06'02.4"
17°05'26.8"
17°1028.3"

17°1024 4"
17°1024.7"

17°00'39.9"

17°06'02.6
17°07'30.1"

17°07'38.7"
17°0802.2

17°08'02.2

17°07'47.8"
16°33'30.3"
16°33'30.3"
17°17'10.6"
17°17'10.6"

17°1711.3"

17°17°09.4

17°02'35.7"
17°34'56.6"

17°34'35.7"

17°34'32.0"

17°34'32.0"

17°36'55.3"
17°36'54.7"

17°12'44.1”

93°14'55.6"

93°14'55.6"
93°12'26.8"
93°15'06.4"

93°15'03.7"
93°15'01.2"

93°08'10.8

93°10°08.1
93°15'48.5"

93°15'56.0"
93°13'10.6”

93°13'10.6”

93°15'02.4"
92°54'36.2"
92°54'36.2"
93°16'25.0"
93°16'25.0"

93°16'26.3"

93°16'22.5”

93°28'54.2"
92°08'37.3"

92°09'49.8"

92°09'42.7"

92°09'42.7"

92°06'10.0"
92°06'06.9"

93°23'16.1”

Cerco vivo de
traspatio

Traspatio
Traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo

Cerco vivo de
traspatio

Traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo
Cerco vivo
Cerco vivo
Traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

No tdxica
No tdxica
Téxica

No tdxica

No tdxica

No tdxica

Toxica

Téxica

No tdxica

No tdxica

No tdxica

No tdxica

No téxica
No tdxica
Toxica
Toxica
Toxica
No téxica

Téxica

No tdxica

Toxica

Toxica

Toxica

Téxica

Téxica

No tdxica

No tdxica
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55

56

58

59

60
61
62

63
64
65

66

69
72
74
75
76
77

JAT-TECP-CFM3

JAT-TECP-CJG1

JAT-TECP-EPO2

JAT-TECP-GTI

JAT-TECP-LSP1
JAT-TECP-LSP2
JAT-TECP-MENT1

JAT-TECP-MEN2
JAT-TECP-RCV1
JAT-TECP-RLH1

JAT-TECP-FPZ1

JAT-TUGZ-SEC2
JAT-VCOR-EJM3
JAT-VFLO-CNE1
JAT-VFLO-FBET1
JAT-VFLO-FBE2
JAT-VFLO-GPV1

Tecpatan

Tecpatan

Tecpatan

Tecpatan

Tecpatan
Tecpatan

Tecpatan

Tecpatan
Tecpatan

Tecpatan

Tecpatan

Tuxtla Gutiérrez
Villacorzo
Villaflores
Villaflores
Villaflores

Villaflores

17°12'44.3"

17°08'04.3"

17°10'561.9"

17°07'37.7"

17°08'49.5"
17°08'49.5"
17°09'00.1"

17°09'00.1"
17°08'36.1"
17°07'28.0"

17°09'07.1"

16°47'20.9"
16°08'39.0"
16°12'56.9"
16°25'53 4"
16°25'52.6"
16°2821.4"

93°23'16.1”

93°18'25.1"

93°23'31.8"

93°24'39.4"

93°22'07.0"
93°22'07.0"
93°19'27.4"

93°19'27 4"
93°18'34.5”
93°24'52.8"

93°18'22.3"

93°10'36.6"
93°17'53.2"
93°17'07.9"
93°11'42.5"
93°11'44.9"
93°06'56.3"

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Traspatio
Traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo
Traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo de
traspatio

Cerco vivo
Cerco vivo
Cerco vivo
Cerco vivo
Cerco vivo

Traspatio

No tdxica

No tdxica

No toxica

No tdxica

Toxica
Téxica

No tdxica

No tdxica
Toxica

No tdxica

No tdxica

Toxica
Toxica
Toxica
No tdxica
Toxica

Toxica

* De acuerdo con lo reportado en las entrevistas hechas a las personas donde se realizé el muestreo.
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Figura 1. Ubicacién geogréfica de los sitios de colecta de Jatropha curcas (L.)
reportada como comestible por los pobladores en el Estado de Chiapas.
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3.2 Marcadores moleculares
3.2.1 Preparacion del material biolégico

Diez semillas de cada una de las 58 accesiones colectadas se sembraron en
charolas germinadoras de plastico, con sustrato Cosmopeat®. Después de la
siembra y una vez emergidas las plantas, se colectaron las hojas cotiledonales
expandidas en su totalidad. En 10 accesiones la germinacion fue imposible, aun
cuando la testa se rompia, por lo que se utilizaron los embriones.

Las hojas cotiledonares, de las plantulas se limpiaron con etanol al 70%, se pesaron
para obtener aproximadamente 80 mg de tejido y se congelaron en nitrégeno liquido
antes de llevar a cabo la extraccién del DNA.

En las accesiones cuya semilla no germind, se seleccionaron 10 semillas que fueron
quebradas cuidadosamente, a fin de evitar dafio en la almendra, posteriormente se
separaron los cotiledones para dejar expuesto el embridén que fue retirado con una
pinza.

3.2.2 Extraccion del DNA genémico

La extraccion del DNA de las hojas cotiledonales y los embriones se realizé en el
Laboratorio de Recursos Fitogenéticos Tropicales de la Facultad de Ciencias
Agronomicas, con el método de Asemota (1995) con modificaciones. Se maceré el
tejido con nitrogeno liquido en un mortero y se mezclé con 1 mL de solucion de
extraccion (Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 50 mM p H 8.0 y NaCl 1 M),
posteriormente se adicionaron 15 pL de B-mercaptoetanol absoluto y 100 uL de SDS
10%, la mezcla se agit6é vigorosamente y se incub6 a 65°C durante 20 min. Después
se agregaron 350 pL de acetato de potasio 5 M se mezclé por inversion suavemente
y se incubd 10 min en hielo. Luego se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C durante 20 min.
Después se transfirié el sobrenadante a un tubo eppendorf (1.5 mL de capacidad)
estéril y se adicionaron 535 uL de isopropanol absoluto, incubando durante 20 min a
-20°C. Se realiz6 un segundo ciclo de centrifugacién a 12,000 rpm a 4°C durante 10
min para obtener la pastilla de DNA y decantar el sobrenadante. La pastilla se lavd
dos veces con 500 pL de etanol frio al 70% y se dejo secar a temperatura ambiente
durante 15 min. Posteriormente, se resuspendié en 120 uL de TE (Tris-HCI 50 mM
pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0) y se incubé a 55°C por 10 min. Adicionalmente se
centrifugd a 12,000 rpm a 4°C durante 10 min y se transfirid el sobrenadante a un
tubo eppendorf estéril y se le agregaron 12 yL de acetato de sodio 3 M y 88 uL de
isopropanol absoluto y se incub6 a -20°C por 20 min. Se centrifugd nuevamente a
12,000 rpm por 10 min a 4°C para obtener la pastilla y se lavé con 500 yL de etanol
frio al 70%. En seguida se dejo secar la pastilla a temperatura ambiente hasta el dia
siguiente. Posteriormente, se resuspendié en 25 yL de TE-ARNasa (Tris-HCI 10 mM
pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0 y ARNasa 10 mg/mL) y se guard6 a -20°C para su
conservacion.

ElI DNA gendmico se analizé mediante electroforesis, en geles de agarosa al 1% en
amortiguador TAE 1X (Tris Base 1 M, EDTA 0.5 M y Acido acético) y tefiidos con el
colorante GelRed 10,000X (cat. 41003 de BIOTIUM®) preparado a una concentracion
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1X. Los geles se incubaron durante 40 min, con agitaciones cada 10 min para
permitir el contacto con el colorante. Posteriormente se fotodocumentdé con un
transiluminador tipo Gel Doc de BIO RAD®, para observar la calidad del DNA
obtenido.

3.2.3 Amplificacion mediante marcador tipo SCAR

Los marcadores moleculares de Regidon Amplificada Caracterizada por una
Secuencia (SCAR), son una herramienta muy util para la determinacién de
caracteres especificos de toxicidad en Jatropha.

Los cebadores ISPJ1F e ISPJ1R, presentan las caracteristicas descritas en el cuadro
3; este cebador amplifica un fragmento de 543 pb que se asocia a la toxicidad en
todas las poblaciones Hindues y que estd ausente en la accesidn mexicana no
téxica.

Cuadro 3. Caracteristicas del cebador SCAR

Cebador Temperatura de Hibridacién (°C) Secuencia (5-3")
ISPJ1-F 56.0 GAGAGAGAGAGAGAGGTG
ISPJ1-R 56.0 GAGAGAGAGAGAGAAAACAAT

La amplificacion, por PCR, del fragmento especifico (543 pb), que se asocia a la
toxicidad de Jatropha curcas (L.), se realizé6 a partir del DNA gendmico extraido,
como lo descrito en el apartado 3.2. La amplificacion se realizé con una mezcla como
se especifica en el cuadro 4, en tubos estériles con una capacidad de 200 pL, los
cuales se colocaron en un termociclador Biorad® con el siguiente programa: un paso
inicial de 4 min a 94°C, seguido de 35 ciclos consistentes, en 30 s a 94°C para la
desnaturalizacion ; 15 s a 56°Cpara el acoplamiento, 1 min a 72°C para la elongacion
de la hebra, con una extension final de 7 min a 72°C, y un paso adicional de 4°C para
conservar frias las muestras.

Cuadro 4. Composicion de la mezcla de amplificacion.

Reactivo Cantidad (uL)
DNA molde 1.0
Amortiguador NH, 10X 25

MgCl, 50 mM 1.5

dNTP’s 1 mM 5.0

ISPJ-F 1pg/uL 0.4

ISPJ-R 1pg/uL 0.4

Biolasa DNA Pol. 5 U/uL 0.1

H>0 14.5

Total 25.0
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3.2.4 Electroforesis

Los productos resultantes de la amplificacion fueron cargados en un gel de agarosa
al 2% en amortiguador TAE 1X.

La separacion se realizdé en una camara de electroforesis (OWL, modelo A2) a 100 V
con duracion de 2 h, fue tefiido con el colorante GelRed 10,000X (cat. 41003 de
BIOTIUM®) preparado a concentracién 1X. El gel se incubd durante 40 min, con
agitaciones cada 10 min para permitir el contacto con el colorante. Posteriormente,
se fotodocumento en el transiluminador tipo Gel Doc.

3.3 Contenido de aceite

La técnica utilizada es la empleada por Molina (2012) que consiste en lo siguiente:

a) Se toman 10 semillas por accesion, para obtener una muestra de
aproximadamente 8 g de pasta.

b) Se procedié a quebrar la semilla para facilitar la molida y poder observar que
se encuentran en buen estado, se transportaron en bolsas de papel estraza al
laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias Agrondmicas.

c) Las semillas fueron depositadas en un molino tipo Wiley, una vez molida, la
pasta resultante se colocé en un recipiente de plastico de 10 oz con tapa a
temperatura ambiente.

Posteriormente, cada una de las muestras obtenidas se depositaron en la celda
de lectura del espectrofotometro de Infrarrojo Cercano Spectra modelo 2400,
serie No. 1349, la cual fue limpiada con algodon y alcohol antes y después de
utilizarla para evitar contaminacion entre muestras, se realizd la lectura de los
espectros por triplicado para realizar un promedio y obtener el porcentaje de
aceite de cada accesion.

3.4 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
3.4.1 Preparacion de la muestra

Las muestras de semillas molidas y colocadas en recipientes transparentes de 10 0z,
fueron llevadas al laboratorio de analitica del Instituto Tecnol6gico Regional de Tuxtla
Gutiérrez.

Se pesaron 2 g de muestra de cada accesion y se colocdé en un tubo Falcon,
agregaron 2 mL de diclorometano. Posteriormente se coloco en el vortex por 2 min y
se ultrasonicé por 10 min, este paso se repitid por 3 veces. La mezcla se centrifugd
por 10 min a 4 000 g y el sobrenadante se decant6 en un tubo limpio Falcon.

Las muestras fueron colocadas en la campana de extraccion por tres dias para que
por evaporacion del solvente, la muestra se concentrara.

Pasado los tres dias las muestras se filtraron con la ayuda de un embudo Buchner y
papel filtro para desechar residuos y se coloco en tubos Falcon limpios.
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A cada tubo se le agregdé 2 mL de THF (Tetrahidrofurano) y se coloco la muestra en
jeringas de 5 mL para pasarlas por un portafiltro swinnex Millipore® con membrana
de 0.2 pym.

Las muestras obtenidas se dejaron a temperatura ambiente para luego ser
resuspendida en 1 mL de diclorometano.

3.5 Cuantificacion de ésteres de forbol

La cuantificacion de ésteres de forbol se realiz6 con un equipo de cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC) modelo Perkin 200, instalado en el Instituto
Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez. La metodologia seguida fue la de Makkar et al.
(1997) modificada; para la fase analitica se utilizé una columna de 15x46 mm. Los
tres solventes utilizados fueron (A) 1.75 mL de acido fosforico 85% disuelto en 1 L de
agua destilada, (B) Acetonitrilo y (C) Tetrahidrofurano. Los solventes fueron filtrados
a través de una bomba de vacio con membranas Millipore® de 0.2 pym. El gradiente
usado fue el siguiente: 60% A y 40% B por un minuto, disminuyendo 50% A e
incrementando B al 50% por 10 min, seguido de 30 min disminuyendo A al 25% e
incrementando B al 75%, 10 min incrementando B al 100% con un paso final de 10
min de tetrahidrofurano y 5 min de acetonitrilo para lavar la columna, para luego la
columna quedar ajustada a las condiciones de inicio.

3.5.1 Curva de estandarizacion para ésteres de forbol

La curva de estandarizacién se realizé con 5 mg de 12-miristato 13-acetato 4-O-metil
éter (Sigma®) disueltos en 10 mL de metanol para obtener una concentracion madre
de 500 ppm. Este compuesto es un equivalente de los ésteres de forbol, con sefales
que aparecen entre los 41 y 48 minutos que coinciden con las sefiales obtenidos en
las accesiones estudiadas.

Cuadro 5. Diluciones utilizadas para la realizacion de la curva de los ésteres de
forbol

Solucién Volumen de Concentracion

estandar metanol (ppm)
(ML) (L)
100 900 50
200 800 100
600 400 300

1000 0 500
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3.6 Determinacion de curcinas

Esta determinacion se realizd basandose en el método descrito por Gordon vy
Marquardt (1974), el cual consiste en tres partes, que se describen a continuacion:

3.6.1 Extraccion

0.5 g de la muestra, se mezclaron con 10 mL de NaCl a una concentracion de 0.9%
en tubos Falcon de 50 mL de capacidad, se homogeneizd usando un agitador vortex
durante 5 min (2 tiempos de 2.5 min); posteriormente los tubos se centrifugaron a
3500 g por 10 min, el sobrenadante de cada muestra fue colectado en tubos limpios
y centrifugados una segunda vez a 4000 g por 10 min, para finalmente colocar cada
muestra en tubos Falcon de 20 mL y almacenarlos a 4°C.

3.6.2 Preparacion de la suspension de eritrocitos humanos tripsinizados

Los eritrocitos fueron colectados de una suspension de sangre humana por
centrifugacion a 1500 g durante 5 min a temperatura ambiente, posteriormente se
lavaron cuatro veces con solucion salina (5 mL por cada mL de eritrocitos). Los
eritrocitos se colocaron en regulador de fosfato (PBS) (2 mL de células en 47.5 mL
de regulador) para obtener una suspensién con una absorbancia de 2, a 620 nm.

A esta suspension se le adiciond 0.5 mL de solucion de tripsina al 1% (10 mg de
tripsina en 1 mL de regulador de fosfato) y se incubdé a 37° C durante 90 min; los
eritrocitos se lavaron 4 veces con PBS vy al final se prepar6 una solucion al 1% con
los eritrocitos tripsinizados y el PBS.

3.6.3 Ensayo de hemaglutinacion

Para el ensayo de hemaglutinacion se utilizaron placas de microtitulacion de 96
pozos, se prepard una dilucidn serial del extracto con PBS y se mezclé con 50 yL de
una suspension al 1% de los eritrocitos tripsinizados para obtener un volumen de 100
uL; las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 2 h. El patrén de
sedimentacion indica la aglutinacion, un botdn circular uniforme de eritrocitos
humanos indica no hemaglutinacion.



20
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Obtencion del DNA genémico

Se obtuvo DNA gendmico de buena calidad, con concentracién adecuada y alto peso
molecular (por arriba de 10,000 pares de bases) de las 58 accesiones de pifdn,
mediante el método de Asemota (1995), tal como se observa en los
electroforegramas presentados en la Figura 2. En los extremos del gel se observa el
marcador (M) de peso molecular utilizado como referencia.

8 11 13 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 28 29 31 33 34 35 36 37 38 39 40 M

obot ot | et bt 1 141 ) 1 getel

10,000
pb

1,000
pb

’EM 41 43 44 45 46 47 48 49 S0 51 52 54 55 56 5859 60 61 62 63 64 65 66 69 72 74 75 76 77 M

- e T e S - - - = -e-

10,000 .. - e “““.‘J-‘.—-..-‘—....
pb

1,000
pb

Figura 2. Electroforegramas de DNA gendmico de 58 accesiones de pifidén. En A, se
presentan las accesiones 1 a la 41, en B las accesiones 43 a la 77, M=
marcador de peso molecular HyperLadder ™.
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4.2 Amplificacion mediante PCR con marcador molecular tipo SCAR

Al realizar la PCR se obtuvo el amplicon de 543 pb asociado a la toxicidad segun lo
reportado por Basha y Sujatha (2007). Los resultados electroforéticos obtenidos de
las 58 accesiones se observan en la Figura 3.
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Figura 3. Electroforegramas de la amplificacion de DNA de pifion con los cebadores
ISPJ1-F y ISPJI-R. En A, se presentan las accesiones de la 1 a 41, en B
las accesiones 43 a 77, CN= control negativo, M1= marcador de peso
molecular 1200-10,000 pb, M2= marcador de peso molecular HyperLadder
™[V 100-1000 pb.
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De acuerdo con las entrevistas realizadas a los pobladores durante la colecta, se
detectaron 20 accesiones que probablemente se pudieran considerar comestibles.
Entre ellas se encuentran las accesiones 8, 17, 23, 29 y 35 reportadas por los
pobladores como comestibles y que no mostraron la banda de 543 pb asociada a los
genotipos hindues toxicas. Sin embargo, las accesiones 5, 6, 19, 21, 25, 43, 49 y 55
también fueron reportadas como comestibles y presentaron dicha banda en los
electroforegramas (Cuadro 2).

Dentro de las muestras consideradas como toxicas, las accesiones 13 y 46 no
presentaron la banda asociada a los genotipos téxicos de la India, y esto puede ser
debido a que se asumieron que eran toxicas porque fueron colectadas en cercos
vivos y no hubo una persona que informara si era comestible, por lo cual la
aseveracion de que sean toxicas verdaderamente es incierta. En cambio las
accesiones 15, 22, 39, 65 y 75 que fueron reportadas como téxicas, el resultado fue
la presencia del amplicon de 543 pb.

Las muestras 5 y 6 son accesiones de un huerto comercial que se encuentra en el
municipio de Chiapa de Corzo, provenientes de semillas traidas de Yautepec,
Morelos las cuales tienen la caracteristica de ser no tdéxicas; la accesion 5 es el
huerto madre y la accesién 6 es F1 del huerto madre, y a pesar de haber sido
estudiadas en varias ocasiones en este estudio mostraron la banda de 543 pb.

Con estos resultados contradictorios, se puede considerar que el cebador (ISPJ1)
utilizado por Basha y Sujatha (2007) para determinar la diversidad genética de
genotipos hindues toxicos y que resultd discriminativo para una accesion mexicana
no toxica, es insuficiente para identificar las accesiones toxicas del pifidn chiapaneco.
Si se pretende asociar la presencia de uno o un grupo de marcadores moleculares a
la toxicidad del pifidn chiapaneco, es necesario ampliar los estudios y utilizar otros
marcadores que pueden brindar con certeza esa relacion con la toxicidad
(Pamidimarri et al., 2009; Tanya et al., 2011; Mastan et al., 2012; Sujatha et al.,
2013).

Sin embargo, es de hacer notar que la relacion, en este caso de la toxicidad, también
tendria que estar apoyada por un analisis quimico de las sustancias consideradas
téxicas, que permita establecer una clara correlacién entre la presencia del marcador
molecular y el contenido de sustancias toxicas, en particular aqui, de los ésteres de
forbol, sustancias que determinan fuertemente el caracter toxico de la semilla y la
planta de piidn, tal como lo reportado por Makkar et al., 1997.

4.3 Determinacion de ésteres de forbol mediante HPLC

De las 58 accesiones colectadas de las seis regiones de Chiapas, se realiz6 una
seleccion de 20 muestras marcadas en rojo en la figura 4 como posibles genotipos
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de baja toxicidad. Esta seleccion se realizd6 usando como criterios la toxicidad
reportada por los pobladores, la ubicacion de la accesion, el uso que se le daba y los
resultados obtenidos en el apartado anterior con el marcador tipo SCAR ISPJ1. Las
accesiones seleccionadas fueron: 5, 6, 8, 13, 15, 17, 19, 21, 22, 23, 25, 29, 35, 39,
43, 46, 49, 55, 65, 75.

4.3.1 Curva de calibracion

En el cromatograma que se obtuvo del estandar (figura 4), se observa un sola sefial,
lo que indica que el compuesto esta puro. Su tiempo de retencién fue de 44 min. Con
este estandar se realizo la curva de calibracion que se muestra en la Figura 5. Las
lecturas de absorbancia son el valor medio de los obtenidos por tres repeticiones.

250,004

. Ester de forbol

o N

u] bt 10 15 20 25 a0 et 40 45 a0 85 [=10]
Tiempo (min)

Figura 4. Cromatograma del 12-miristato 13-acetato 4-O- metil éter forbol 500 ppm
utilizado como estandar.
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Figura 5. Curva de estandarizacion con el equivalente a ésteres de forbol 12-miristato
13-acetato 4-O-metil éter.

La curva de estandarizacion obtenida se considera muy buena pues la R? es alta, y
se interpreta como que tiene un 97% de eficiencia, por lo que al extrapolar los
resultados obtenidos de los ésteres de forbol de las accesiones se pudo obtener un
resultado confiable.

4.3.2 Contenido de ésteres de forbol en las accesiones

En la Figura 6 se muestran los cromatogramas con los picos de absorbancia
correspondientes a los de ésteres de forbol, donde se observa como las muestras
con concentraciones altas (A) los picos llegan a tener una mayor absorbancia
ademas que la definicion de los cuatro picos se observan con mayor claridad, lo que
no ocurre con las muestras que se obtuvieron con concentraciones mas bajas (B)
donde los picos corresponden a una menor absorbancia y con poca definiciéon en
cuanto a los picos, se obtuvo un tercer tipo de Cromatograma (C), donde la
concentracion de ésteres de forbol es tan baja, que resulta indetectable por lo que la
absorbancia practicamente es cero y en la grafica se refleja como una meseta, justo
en los tiempos de retencion correspondientes a los ésteres de forbol, que resultan
entre los 41 a 48 minutos. Los tres cromatogramas antes mostrados son
representaciones de las tres diferentes concentraciones de ésteres de forbol
encontradas en las muestras, los cromatogramas correspondientes a cada accesion
en estudio se encuentran en el apéndice A.

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia revelod la presencia y separacion de los
ésteres de forbol en las accesiones de Jatropha curcas L. estudiadas. Las sefales
claramente diferenciadas en los cromatogramas obtenidos, corresponden a los
cuatro ésteres de forbol encontrados por Makkar et al., 1997.
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Figura 6. Cromatogramas obtenidos segun la concentracidon de ésteres de forbol, (A)

muestra 13, (B) muestra 39, muestra 35 (C).
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En el cuadro 6 dentro de las 20 accesiones seleccionadas, para el ensayo de ésteres
de forbol, 13 accesiones son reportadas como no téxicas, de las cuales, la 25, 29 y
35, son accesiones con concentraciones de ésteres de forbol (EF) que van de 0.002
a 0.006 por debajo de = 0.11 mg g™ indicado por Makkar et al., 1997, en el cual
establece que toda accesion por arriba o igual a este rango es toxica.

Comparando estos resultados con los electroforegramas obtenidos se observa que
la muestra 25 mostré presencia de banda de toxicidad lo cual no ocurrié con las
accesiones 29 y 35 las cuales no presentaron la banda de toxicidad.

Existe una accesion (46) que es reportada como toxica en la entrevista realizada,
aunque en la obtencidon de la concentracién de los EF este se encuentra por debajo
de lo indicado para ser toxica, el reporte obtenido de esta accesion no es del todo
certera ya que no se encontro al duefio en el momento de la entrevista y se tomo
como una accesion téxica, aunque en el electroforegrama no se observa la banda
asociada a la toxicidad.

Existen dos accesiones de particular interés, dado su origen (5 y 6) que fueron
obtenidas del productor Félix Corzo, el cual tiene un huerto comercial establecido en
Chiapa de Corzo, la accesion 5 procede de un huerto madre establecido con semillas
traidas de Yautepec, Morelos, las cuales, son reportadas como no toxicas segun
estudios realizados por Makkar et al. (1997); la accesién 6 es la F1 del huerto madre
mencionada anteriormente. Martinez et al., 2005 realizé estudios de la concentracion
de ésteres de forbol en semillas provenientes de Yautepec, Morelos obteniendo
como resultados que los ésteres no fueron determinados, caso contrario con lo que
sucedid en este estudio que estas accesiones provenientes de plantaciones de
semillas de Yautepec sembradas en el estado de Chiapas las concentraciones
obtenidas fueron bastantes altas comparadas con el parametro establecido por
Makkar et al. (1997), con lo cual se puede pensar que quizas las condiciones
climaticas, el tipo de suelo, etc., a los que la planta se encuentra sometida pueda
producir que ese alelo que se encuentra oculto como lo menciona Achten et al., 2010
pueda expresarse y provocar que la concentracién de ésteres de forbol sea mayor
(ver cuadro 6).

La comparacion del marcador ISPJ1 vs. los ésteres de forbol, se observa que de las
20 accesiones solamente tres de ellas coinciden con lo establecido en la hipotesis
planteada en este estudio, aceptando que la ausencia de banda junto con la
concentracion de ésteres de forbol, la cual debe ser 20.11 mg g',segiin Makkar et al.
(1997) para que una accesién sea considerada como téxica,

Existen 10 accesiones que indican la presencia de la banda asociada a la toxicidad y
la concentracion de ésteres de forbol alta, lo cual coincide con lo reportado en la
literatura, que dice que la presencia alta de ésteres de forbol es un indicativo de que
la semilla o la especie es tdxica y que la ingesta de mas de tres semillas puede
ocasionar la muerte, aunque segun lo recabado en las entrevistas muchas de estas
accesiones son consumidas por los pobladores ya sea para su consumo propio como
para sus animales, como aves de patio, borregos o patos, y que a pesar de su
concentracién de ésteres de forbol alta no presentan una intoxicacion.
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Cuadro 6. Concentracion de ésteres de forbol para cada accesion estudiada.

CONCENTRACION DE

CLAVE DE LABORATORIO CLAVE SINAREFI ESTERES DE1FORBOL
5 JAT-CHIA-RSA1 (335%8)
6 JAT-CHIA-RSA2 0.36433
8 JAT-CHCO-ELO1 0.18687
13 JAT-CHCO-ELP4 0.6887
15 JAT-OSUM-TUN1 0.5309
17 JAT-COPA-CJS1 0.3011
19 JAT-COPA-CJS2 0.6274

21 JAT-COPA-CTB2 0.5102
22 JAT-COPA-PAN1 0.4588
23 JAT-COPA-RAI2 0.2983
25 JAT-COPA-RAIS 0.0061
29 JAT-COPA-RSA1 0.0031
35 JAT-COPA-RTUS3 0.0020
39 JAT-EMZA-RLI1 0.6096
43 JAT-FLEO-RSD1 0.5920
46 JAT-PALE-EPN2A 0.0679
49 JAT-PALE-MKJ4 0.1675
55 JAT-TECP-MEN2 0.4769
65 JAT-TUGZ-SEC2 0.2854
75 JAT-VFLO-FBE2 0.3597

4.4 Determinacion de lectinas

Las lectinas determinadas se realizaron con las mismas 20 muestras usadas para la
determinacion de ésteres de forbol, la actividad de la hemaglutinacion se define
como la cantidad minima de muestra (mg mL™") que produce aglutinacion, tanto la
extraccion como la preparacion de la suspension de eritrocitos (Figura 7).



Figura 7. Obtencion de hemaglutinacion de lectinas

Cuadro 7. Hemaglutinacion de las lectinas en las accesiones estudiadas

No de Dilucion Respuesta
muestra Extraccion/
PBS
i

5 50 Positivo
6 50 Negativo
8 50 Negativo
13 50 Negativo
15 50 Positivo
17 50 Negativo
19 50 Positivo
21 50 Negativo
22 50 Positivo
23 50 Positivo
25 50 Negativo
29 50 Positivo
35 50 Positivo
39 50 Negativo
43 50 Negativo
46 50 Positivo
49 50 Negativo
55 50 Negativo
65 50 Positivo
75 50 Negativo

28

De los valores obtenidos para la actividad de las lectinas, puede observarse en el
Cuadro 7 que muestras reportadas como comestibles, por los pobladores, la
concentracion de ésteres de forbol fue baja y no presentaron banda 543 pb se obtuvo

presencia de lectina.



29

Las muestras 29, 35 y 46 que son las muestras con concentraciones no
determinadas para ésteres de forbol, ausencia de banda de toxicidad tuvieron
presencia de lectinas, aunque la muestra 25 con presencia de banda de toxicidad,
concentracion no determinada de ésteres de forbol en el ensayo de hemaglutinacion
el resultado fue negativo, como se puede observar los resultados son dudosos lo que
hace la necesidad de emplear otros métodos, para la cuantificacion quimica de
sustancias toxicas.

Cuadro 8. Resultados de los datos obtenidos

ACCESION ENTREVISTA BANDA NIVEL LECTINA
CONSUMO 543 pb ESTER DE
FORBOL
35 Si Ausente Bajo Positivo
29 Si Ausente Bajo Positivo
25 Si Presente Bajo Negativo
46 No Ausente Bajo Positivo
49 Si Ausente Bajo Negativo
8 Si Ausente Alto Negativo
65 No Presente Alto Positivo
17 Si Ausente Alto Negativo
23 Si Ausente Alto Positivo
Si Presente Alto Positivo
Si Presente Alto Negativo
75 No Presente Alto Negativo
22 No Presente Alto Positivo
55 Si Presente Alto Negativo
21 Si Presente Alto Negativo
15 No Presente Alto Positivo
43 Si Presente Alto Negativo
39 No Presente Alto Negativo
19 Si Presente Alto Negativo
13 No Ausente Alto Negativo

En el Cuadro 8 se observa que la hipodtesis establecida en este trabajo no es
aceptada porque en ningunas de las accesiones se obtuvo ausencia de la banda 543
pb, bajo contenido de ésteres de forbol y lectinas ausentes, con lo cual no podemos
asociar que estos tres objetivos estudiados nos den certeza de la toxicidad de esta
especie estudiada. En este estudio los ésteres de forbol son los que nos indican si
esta especie es tdxica, aunque en accesiones que son consumidas por los
pobladores y que se observa que tienen alto contenido de ésteres de forbol, se les



30

atribuye a la forma en la que las personas lo consumen en cual lleva un proceso
térmico y los ésteres de forbol son facilmente destruidos con una fuente de calor.
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5. CONCLUSIONES

La primera hipotesis establecida en este estudio es rechazada ya que
no hay una certeza con el marcador tipo SCAR que se utilizo.

De las accesiones reportadas como no toxicas que se utilizaron para la
realizacion de este estudio tres de ellas no presentaron la banda
asociada a la toxicidad (543 pb) ni ésteres de forbol (EF), pero las
accesiones restantes si presentaron concentraciones altas de EF,
aunque los pobladores lo consumen esto puede ser debido a la forma
de consumo.

El cebador utilizado en este estudio no mostré6 con claridad que el
amplicon de 543 pb se relaciona a la toxicidad.

Es necesario realizar un estudio mas exhaustivo utilizando otros
marcadores moleculares que puedan ayudar a definir la relacion del
marcador con la toxicidad y especificamente para pifidon chiapaneco ya
que con mucha certeza se sabe de las accesiones no toxicas.

El contenido de aceite encontrado en las accesiones esta dentro del
rango entre 32-34%.
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Figura 12A. Cromatogramas obtenidos de las muestras 22(A), 23(B) y 25(C)
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Figura 13A. Cromatogramas de muestras obtenidas 29(A), 35(B) y 39(C).
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Figura 14A. Cromatogramas de muestras obtenidas 43(A) y 46(B)
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Figura 15A. Cromatogramas de las accesiones 49(A), 55 (B) y 65 (C)
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Figura 16A. Cromatograma de la muestra obtenida 75(A)



