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RESUMEN

Jatropha curcas L. es un arbusto que pertenece a la familia Euphorbiaceae y esta
distribuido en las regiones tropicales y subtropicales del planeta, incluyendo México.
Debido a sus altos rendimientos de aceite y su potencial para la produccion de biodiesel,
se ha generado un gran interés por evaluar la diversidad genética existente y asi poder
usarla en los programas de mejoramiento. Este estudio se realizé para determinar la
variacidbn genética y las relaciones entre accesiones americanas de J. curcas de
diferentes origenes, utilizando descriptores agro-morfolégicos y tres diferentes métodos
moleculares basados en la reaccion de amplificacién con un solo iniciador (SPAR): inter
repeticiones de secuencias simples (ISSR), amplificacion directa de minisatélites de ADN
(DAMD) y PCR con iniciadores arbitrarios (AP-PCR). Las accesiones del Salvador
mostraron los portes de plantas mas pequefos, mientras que las accesiones MCT10 y
MCEOQO6 de México, tuvieron los valores mas elevados de rendimiento de aceite. El andlisis
de componentes principales explico el 75.99% de la variacion total en tres componentes, y
el andlisis de repetibilidad arroj6 un bajo efecto del ambiente sobre los caracteres
asociados con rendimiento de aceite (R = 0.99), peso de 100 semillas (R = 0.98) y
volumen de semillas (R = 0.97). Los marcadores moleculares mostraron una diversidad
genética alta entre las accesiones de J. curcas. Se amplificaron un total de 340
fragmentos de ADN que revelaron 99.4% de polimorfismos entre las accesiones. Los
valores promedio del contenido de informacion polimérfica (PIC), poder de resolucion
(Rp), y el indice del marcador (MI) fueron de 0.843, 0.66 y 6.14 respectivamente. En el
arbol UPGMA, basado en el coeficiente de Dice a partir de los datos de AP-PCR y DAMD,
se formaron grupos homogéneos relacionados con el origen geografico. La amplia
diversidad genética encontrada entre las especies de J. curcas L. en América,
especialmente en México, es promisoria para programas de mejoramiento genético

enfocados a la produccion de altos rendimientos de aceite.

Palabras clave:

Jatropha curcas, diversidad genética, expresion fenotipica, caracteres de rendimiento,
descriptor morfolégico, DAMD, ISSR, AP-PCR.



ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a shrub that belongs to Euphorbiaceae family and it is distributed
throughout the tropical and subtropical regions of the World, including Mexico. Because of
its high oil yield and potential for the production of biodiesel, it has generated a wide
interest among researchers to evaluate the existing genetic diversity in order to use them
in breeding programs. This study was conducted to determine the genetic variation and
relationships among American accessions of J. curcas from different backgrounds, using
agro-morphological descriptors and three different single primer amplification reaction
(SPAR) methods, viz., inter-simple sequence repeats (ISSR), direct amplification of
minisatellite DNA (DAMD) and arbitrarily primed PCR (AP-PCR). The accessions from El
Salvador showed the lowest plant proportions, while two of the Mexican accessions
(MCT10 and MCEO06) showed the highest values in oil yield. The principal component
analysis explained 75.99% of the total variation in three components. Repeatability
analysis showed a low effect of the environment on the characters associated with oil yield
(R = 0.99), 100-seed weight (R = 0.98) and seed volume (R = 0.97). A high genetic
diversity among J. curcas accession was revealed by molecular markers. A total of 340
DNA fragments were amplified revealing 99.4% of polymorphism across all accessions.
The mean values of average polymorphism information content (PIC), resolving power
(Rp), and marker index (MI) were 0.843, 0.66 y 6.14 respectively. The UPGMA tree, based
on Dice’s similarity coefficient generated from AP-PCR and DAMD band data showed a
homogeneous group according their geographic origin. The wide genetic diversity of this
specie in America and specifically in Mexico is promising for breeding programs focus in

high oil yields for biodiesel production.

Key words:

Jatropha curcas, genetic diversity, phenotypic expression, yield traits, descriptor marker,
DAMD, ISSR, AP-PCR.
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INTRODUCCION

El impulso que se otorga a los biocombustibles a nivel internacional y nacional proviene
de la convergencia de tres escenarios, el desarrollo técnico de capacidades agricolas, la
necesidad de reducir los efectos de la contaminacion mundial relacionados con la emision
de gases con efecto invernadero y por ultimo la seguridad energética que se ve afectada

por el decremento gradual de las reservas de hidrocarburos [1-4].

México, orillado por la tendencia a la baja en la extraccion de petréleo crudo en sus
principales yacimientos, inicié en 2003, la transicién energética y la busqueda de energias
alternas, que eliminen o disminuyan la causa de este problema como son: la dependencia
de los combustibles fésiles [5], los elevados costos de exploracion y extraccidon en pozos
profundos y la incertidumbre en la cantidad de las reservas a largo plazo [6]. Sin embargo,
ya otros paises de este hemisferio como Estados Unidos de América y Brasil, habian

iniciado dicho proceso algunos afios antes.

Como parte de las adecuaciones y regulaciones nacionales para la transicion energética
se han llevado a cabo reformas de ley que permiten y regulan la investigacion y el uso de
energias renovables [7], sefialando en este contexto el bioetanol y el biodiesel como

elementos claves para la autosuficiencia energética del sector agropecuario [8].

Para la producciéon de biodiesel, Jatropha curcas L., ha sido sefialada como una de las
especies con gran potencial por su produccién de aceite [9], ya que el combustible
obtenido de ésta, cubre los estandares internacionales de calidad para el diésel derivado
del petréleo, y es posible su uso directo en motores de combustion interna, asi como el
aprovechamiento industrial de los subproductos en su cadena de produccidon y

transformacion [10, 11].

El escaso conocimiento de la biologia y el comportamiento agronémico de Jatropha
curcas L. como cultivo extensivo, fueron los problemas iniciales relacionados con su
produccion y actualmente se evidencian los bajos rendimientos de semilla y las plagas y

enfermedades como causas limitantes [12].



Jatropha curcas L. podria ser importante como fuente de materia prima para la produccién
de bioenergéticos en México, por ello, el presente estudio buscé revelar la diversidad de
esta especie en América, comprender el efecto del ambiente sobre los caracteres de
interés agronémico y probar el potencial de la especie como cultivo bioenergético, con la
finalidad de generar conocimientos que permitan la seleccion de accesiones con potencial
dentro del cultivo, para el mejoramiento genético y su conservacion para estudios

posteriores.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES GENERALES

1.1. Biocombustibles

En México el desarrollo sustentable se presenté como eje central de la politica publica
desde el “Plan Nacional de Desarrollo 2001-2006”, donde las energias renovables
iniciaron su participacién como pilar rector de modelos energéticos sustentables, en los
cuales se plante6 el uso del potencial energético presente en el pais: la energia solar,
edlica, hidraulica, geotérmica y la bioenergia; las cuatro primeras para la generacion de

energia eléctrica y la Gltima para la produccion de biocombustibles [13].

En el marco de la ley Mexicana de Promocion y desarrollo de los bioenergéticos se define
el concepto de Bioenergético como: “Combustible obtenido de la biomasa proveniente de
materia organica de la actividad agricola, pecuaria, silvicola, acuacultura, algacultura,
residuos de la pesca, domésticas, comerciales, industriales, de microorganismos y de
enzimas, asi como sus derivados producidos por procesos tecnoldgicos sustentables que
cumplan con las especificaciones y normas de calidad establecida por la autoridad
competente” [14]. Esta definicion permite observar la amplia gama de materias primas
para la generacion de esta energia que, al ser utilizadas como combustibles liquidos, se

presentan como una opcion para el sector transporte.

Los combustibles para el sector transporte producidos a partir de la biomasa, son
denominados biocombustibles y su importancia radica en la capacidad de permitir la
transicion del uso de combustibles fésiles a renovables, al ser compatibles con la
tecnologia actual. Para ello, un biocombustible debe de cumplir cinco caracteristicas: ser
liquido, altamente combustible, pero no explosivo, estable en almacenamiento por largos

periodos, transportable via tubos o ductos y econémicamente accesible [15].

Estudios de factibilidad econdmica en México, realizados por la SENER, sefialan dos
biocombustibles con potencial y viables para la transicion energética en el transporte:
bioetanol y biodiesel [16]. Estos son comparados en la Tabla 1.1, con respecto a los

procesos de produccion, la materia prima para su obtencién y las especies propuestas



para ello [17]. Para ambos biocombustibles entre las especies propuestas se consideran

varios cultivos que constituyen alimenticios basicos.

Tabla 1.1. Materias primas agricolas para la conversion de biocombustibles liquidos en

Latinoamérica.

Biocombustible Proceso Materia prima Especies propuestas
Bioetanol Fermentacién y AzUcares Cafa de azucar (Saccharum
destilacion officinarum); Remolacha

azucarera (Beta vulgaris var.
altissima); Sorgo dulce
(Sorghum bicolor)

Sacarificacion, Feéculas Cebada (Hordeum vulgare);
ferm_entf'a,uon y Centeno (Secale cereale);
destilacion Maiz (Zea mays); Papa

(Solanum tuberosum); Trigo
(Triticum sativum); Yuca
(Manihot esculenta)

Celulosa Alamo (Populus nigra);
Miscanthus sp; Pasto varilla
(Panicum virgatum);
Rastrojo agricola; Sauce

(Salix sp.)
Biodiesel Extraccion y Aceites Colza (Brassica hapus);
esterificacion Girasol (Helianthus annuus);

Jatropha curcas; Mani
(Arachis hypogaea); Palma
de aceite (Elaeis
guineensis); Soya (Glycine
max)

FAO, 2008.

Los cultivos basicos propuestos, pusieron en entre dicho la sustentabilidad de los
bioenergéticos, al impactar en la seguridad alimentaria en dos aspectos principales: la
distribucion de la tierra entre la produccién de alimentos o cultivos energéticos y la
accesibilidad a los alimentos por el incremento en sus costos [18]. Esta situacion en el
alza de precios internacionales en los alimentos, agrava una situacion agricola estructural
en Sudamérica y México, en donde se ha dejado de lado la prioridad de contar con una

politica de auto abasto en los alimentos y de insuficiente apoyo en la inversion en el



campo [19], con un resultado conocido, el alza de precios en alimentos bésicos como el

maiz.

Entre las medidas implementadas en México, con la finalidad de no agravar la seguridad
alimentaria, se corrigio, en 2007, la Ley de Promocién y Desarrollo de los Bioenergéticos
sefialando “nuevas alternativas energéticas a partir de la gran diversidad geogréfica, y
que por sus condiciones, produce diversas variedades de productos agropecuarios,
forestales y biotecnolégicos, que permiten producir bioenergéticos que sustituirdn a los
energéticos tradicionales” y se considerd “promover la produccion de insumos para
Bioenergéticos, a partir de las actividades agropecuarias, forestales, algas, procesos
biotecnoldgicos y enzimaticos del campo mexicano, sin poner en riesgo la seguridad y
soberania alimentaria del pais, de conformidad con lo establecido en los articulos 178 y
179 de la Ley de Desarrollo Rural Sustentable” [20], indicando la necesidad del uso de
especies no alimenticias en la produccién de biocombustibles, sefialadas como cultivos de

segunda generacion que, en perspectiva presentan mayores ventajas (Tabla 1.2) [21].

Se proponen como cultivos de segunda generacion especies divididas en tres categorias:
con potencial agricola como: Jatropha curcas, Cardo (Cynara cardunculus), Sorgo dulce
(Sorghum bicolor), Pataca (Helianthus tuberosus) y Colza etiope (Brassica carinata);
forestales como: Eucaliptos (Eucalyptus sp.), Chopos (Populus sp.), Robles (Quercus sp.)
y cultivos especializados como las algas. Sefialandose que las dos primeras categorias,
pueden establecerse en tierras abandonadas que, con estrategias adecuadas, podrian
contribuir a evitar la emigracién rural y promover la diversificacibn de la agricultura,

buscando la rentabilidad sin subsidios [22].

Se reconoce a Jatropha curcas L., como un cultivo energético de segunda generacion,
para la produccion de biocombustibles en zonas tropicales y subtropicales del planeta
[23], ya que presenta beneficios ecologicos como la capacidad de ser cultivada de manera
extensiva en suelos degradados, actuar como bioremediador y contribuir al control de
erosién en suelos [24], lo que evita la competencia con suelos agricolas. Ademas, se
sefialan beneficios ambientales por contribuir esta planta a la captura de carbono y el
biodiesel obtenido de ella ser amigable con el ambiente por su baja emisién de azufre,

benceno y CO,. Como beneficios adicionales a la industria energética, se sefialan el uso



de subproductos con fines industriales en: la manufactura de extractos, en la industria

farmacéutica como antitumoral, antiinflamatorio, y antimicrobiano [25] y en la cosmética

por la presencia de saponinas y glicerina. Aunque su contenido de esteres de forbol e

inhibidores de tripsina puede ser un problema para la salud humana [26].

Tabla 1.2. Comparativo entre cultivos bioenergéticos de primera y segunda generacion.

Cultivo bioenergético

Parametros
Primera generacion Segunda generacion
Ventaja Se adaptan flexiblemente a la No compiten directamente con la
tecnologia existente. alimentaria humana y animal, al
Genera beneficios econdémicos disponer de mayor variedad de
a los grandes productores. materias primas no comestibles.
100% a los combustibles fésiles potencial agricola ni ganadero,
utilizarse en mezcla. Baja demanda de agua para riego.
No son necesarios requerimientos
masivos de agroquimicos.
Reduccién en la emision de gases
de efecto invernadero (CO y CO,).
Desventaja

Crisis  alimentaria por la
competencia entre el cultivo de
alimentos o biocombustibles.

Elevado consumo de agua dulce
para riego.

Contaminacion por el uso de
agroquimicos provenientes de
hidrocarburos.

Deforestacion por cambio de
uso del suelo.

Perdida de la identidad socio-
cultural de comunidades ligadas
a la agricultura tradicional.

Alta demanda energética en la
produccion, almacenamiento y
transporte.

Al encontrarse en su umbral de
gastos de
relativamente

comercializacién, los
manufactura  son
altos.

Posible propagacion de OGMs con
impactos desconocidos

Posible pérdida de biodiversidad por
la modificacion de habitats naturales
a monocultivos.

Desde 2006, estudios de factibilidad realizados en México, sefialaron a Jatropha curcas L.

como una especie oleaginosa con potencial para la produccion de biodiesel [27, 28], ya



gue se adapta a condiciones dificiles de suelo, presenta un amplio rango de distribucion y
no es apta para consumo humano [29, 30], lo que permite que su produccién no esté
influenciada por las variaciones del mercado al competir como fuente de alimento, como

ha sucedido con el maiz.
1.2. Origen, descripcion y distribucion de Jatropha curcas L.

La familia botanica Euphorbiaceae tiene como centro de origen, diversificacion y
endemismo el Continente Americano [31]. Esta es una de las familias mas grandes en
México, ya que agrupa 782 especies conocidas, distribuidas en 43 géneros [32], entre
ellos se incluye el género Jatropha, que esta representado por un total de 188 especies a
nivel mundial. En México existen un total de 41 especies de este género, de las cuales el
75.6% son estrictamente endémicas, por lo que nuestro pais es considerado como centro

de diversidad secundario del género Jatropha [33], al cual pertenece J. curcas.

A pesar de lo anterior, el centro de origen de J. curcas no ha sido determinado con
certeza, al respecto J. Heller [34], propone a México y Centroamérica como posible centro
de origen, aunque la evidencia no ha sido contundente, ya que no se han registrado y
documentado la presencia de poblaciones silvestres. Recientemente, Pecina-Quintero y
colaboradores [35] reportaron dos aspectos relacionados con la diversidad de J. curcas,
en primer lugar México presenta una amplia diversidad, principalmente en el estado de
Chiapas, donde el germoplasma presentd caracteristicas que no son compartidas por
otros ejemplares del pais, y por ultimo que, el germoplasma con mayor indicio de
domesticacion se encontrd en los estados de Veracruz, Puebla, Hidalgo y Yucatan; por lo
anterior sugieren la posibilidad de que el centro de origen y domesticacion se encuentre

en México.

Se ha propuesto a México y Centroamérica como el posible centro de dispersién de J.
curcas [36]. Estudios moleculares realizados en ADN ribosomal apoyan la hipétesis,
sefialando a México como posible centro de origen y a Centroamérica como centro de
dispersién, proponiendo que la ruta de movimiento de germoplasma hacia el resto del
mundo, inicié en Centroameérica hacia Cabo Verde y de ahi continud hacia Europa y Asia
[37].



Jatropha curcas L. es un arbusto o arbol pequefio, caducifolio, de hasta 8 m de alto,
aunque usualmente es menor. El tallo tiene un didmetro de hasta 20 cm, esta ramificado a
poca altura, con una copa ancha e irregular. La corteza externa es verde amarillenta,
palida y casi lisa, delgada como papel, con desprendimientos en tiras horizontales y la
corteza interna es blanca con rayas rojas, exuda una savia amarillenta y astringente.
Presenta hojas simples, alternas, con peciolos de 5 a 35 cm de largo, lamina
palminervada, de 7 a 32 cm de didmetro, con tres a cinco l6bulos, de borde liso, haz verde
y envés verde claro, glabros. El fruto es una cépsula eliptica, de 2.5 a 4 cm de largo, de
aproximadamente 3 cm de ancho, poco carnoso, de color amarillo al madurar, dehiscente
en tres segmentos. Las semillas se presentan de 2 a 3 por fruto, son de forma oblonga o
elipsoide, de aproximadamente 2 cm de largo y 1 cm de ancho, de color negro con lineas
palidas conspicuas. La flor es una inflorescencia en cimas laterales, ramificadas, con el
pedunculo central de hasta 15 cm de largo. Las flores masculinas y femeninas estan
separadas en la misma inflorescencia. En algunas ocasiones se presentan flores
hermafroditas y en otras plantas solamente con flores femeninas. Las flores masculinas
tienen 10 estambres; las femeninas presentan un ovario de tres loculos, estilo corto y tres

estigmas bifurcados, con pétalos blanquecinos de 6 mm de largo [38, 39].

Con respecto a su distribucion en México, J. curcas puede ser hallada en casi todo el
territorio nacional, se destacan dos centros de diversidad: uno que corresponde a la
vertiente del Pacifico (Estados de Sinaloa, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas); y el
otro al Atlantico (Estados de Veracruz hasta Yucatan) [40]. Informacion de la CONABIO
(Tabla 1.3), sefiala que los Estados con mayores reportes de la especie fueron Yucatan,

Sinaloa, Veracruz y Chiapas.

En la Peninsula de Yucatan, segun datos histéricos proporcionados por el herbario del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan A. C. “U Najil Tikin Xiw”, se observo la
distribucion y presencia de dos especies del género Jatropha: Jatropha gaumeri Greenm.

sefialada como endémica y Jatropha curcas L.



Tabla 1.3. Distribucion nacional de Jatropha curcas L. basada en registros de la

CONABIO.
Estado Municipios con Registros por Eroporcién de
registros Estado registros totales (%)

Hidalgo 1 1 0.39
México 1 1 0.39
Colima 2 2 0.78
Michoacan 2 2 0.78
Jalisco 2 3 1.18
Tabasco 2 3 1.18
Campeche 3 4 1.57
Tamaulipas 3 4 1.57
Nayarit 5 5 1.96
San Luis Potosi 5 5 1.96
Morelos 3 7 2.75
Oaxaca 7 9 3.53
Puebla 6 11 4.31
Quintana Roo 3 11 4.31
Guerrero 11 17 6.67
Yucatan 13 26 10.20
Sinaloa 6 29 11.37
Veracruz 25 53 20.79
Chiapas 23 62 24.31

Informacion obtenida de la consulta del Sistema Nacional de Informacién sobre Biodiversidad (SNIB) de la
CONABIO.

La distribucién de J. curcas, en la Peninsula de Yucatédn, no es tan amplia como se
esperaria, existen 14 registros de herbario de 9 municipios del estado de Yucatan, dos
registros del estado de Campeche y otro del estado de Quintana Roo. En contraste J.
gaumeri presentd una distribucion amplia y consistente en los tres estados que conforman

la Peninsula de Yucatan, como se observa en la Figura 1. 1.
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Figura 1.1. Distribucion del género Jatropha en la Peninsula de Yucatan, basado en
registros histéricos del herbario y fibroteca “U Naijil Tikin Xiw” del Centro de Investigacion

Cientifica de Yucatan A. C.

Por otra parte, la distribucién de J. curcas L. se asocia a la vegetacién de selva baja
subperennifolia, en zonas secas entre 1,400 a 1,800 mm de precipitacion pluvial; o en
areas mas humedas con suelos pobres y selva baja caducifolia, que se hallan en zonas
con un clima célido y seco, con una precipitacion pluvial menor a 1,500 mm, con sequias
gue pueden durar mas de seis meses [41]. En Yucatan, J. curcas L. ha sido sefialada
como parte de la flora del Estado [47] y su distribucidon se asocia con agroecosistemas
tradicionales como milpas, acahuales y huertos familiares [42, 43], en los que se han

conservado tradicionalmente especies utilizadas por las culturas prehispanicas.
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1.3. Diversidad genética de Jatropha curcas L.

Diversos estudios analizaron la diversidad en J. curcas alrededor del mundo y reportaron
diferencias genéticas entre los materiales evaluados, generando como hipétesis comun
que en el centro de origen de la especie, la variacidn genética podria ser mayor [44]; lo
anterior dirige la basqueda de diversidad hacia zonas de alta diferenciacion genética para

la especie, como el Continente Americano, esperando encontrar mayor diversidad.

En Brasil se estudiaron 110 accesiones pertenecientes al banco de germoplasma de
Embrapa, los resultados reportaron coeficientes de variacion altos para los caracteres:
Rendimiento de grano (77.3%); Numero total de ramificaciones (12.8%) y Volumen del
dosel (10.9%) [45]. En la India, el estudio de 72 accesiones provenientes de 14 paises,
principalmente India, México, Madagascar y China, report6 alta diversidad con respecto a
la cantidad de proteina cruda, lipidos, ceniza y el contenido de esteres de forbol,
sefialando variacion genética con respecto a las procedencias y alta diversidad entre

genotipos procedentes de México [46].

Estudios de caracterizacion morfolégica realizados en Colombia [47], Cuba [48], India [49]
y Malasia [50], y basados en analisis multivariados, reportaron resultados similares con
respecto a la variacion, detectando diferencias entre las accesiones evaluadas en cada
estudio, que al ser comparados entre si, es posible apreciar coincidencias con respecto a
caracteres discriminantes para dicha variacion (Tabla 1.4), entre los que se pueden
sefialar: la altura de la planta, el grosor del tallo, el nUmero de ramas principales por
planta y el rendimiento de semilla por planta. En todos los estudios se concluy6 que la
especie es heterogénea, tanto en caracteres morfologicos, como para el rendimiento de

semilla y aceite.

También se ha reportado alta variacion en los caracteres asociados a la semilla. Se
determind que el peso de la semilla y su morfologia presentaron diferencias relacionadas
con la procedencia de las plantas y que, inclusive esta variacion podria observarse dentro
de la misma planta, ya que se registraron diferencias entre semillas por su ubicacién

espacial en el estrato de colecta [51].
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Tabla 1.4. Caracteres discriminatorios de diversidad entre accesiones de Jatropha
curcas L. en Colombia, Cuba, India y Malasia, mediante analisis de componentes

principales.

Variable Colombia [47] Cuba[48] India[49] Malasia [50]

Longitud de la semilla v v
Ancho de la semilla

Relacion largo/ancho de la semilla
No. de semillas por fruto

Peso de las semilla

No. de frutos por racimo

D N N N N NN

No. ramas principales por planta
Altura de la planta

Grosor de las ramas principales
Numero de ramas secundarias
Numero de ramas terciarias

Grosor del tallo en la base

AN N N NN

Altura a la primera rama
Numero de ramas por planta
Extension de la planta

Longitud de la hoja

DN NN

Rendimiento de semilla por planta
Rendimiento de semilla por ha
Rendimiento de aceite por planta v
Rendimiento de aceite por ha v

Peso de 100 semillas v

Los marcadores moleculares son marcadores genéticos, al igual que los morfolégicos y
bioquimicos, sélo que analizan la variabilidad y revelan las diferencias entre individuos a
nivel de ADN, por ello son muy utilizados para el andlisis de la diversidad, ya que sus
resultados no son afectados por el ambiente, y pueden detectarse con facilidad, en

cualquier estadio de desarrollo [52].
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En especies vegetales tropicales es comun el uso de marcadores moleculares para
realizar estudios de diversidad, los principales marcadores utilizados y sus caracteristicas
se resumen en la Tabla 1.5. El uso de RAPD e ISSR es muy comun, ya que presentan
aplicaciones relacionadas con estudios genéticos, de diversidad, secuenciacion y mapas

de ligamiento [53].

Tabla 1.5. Resumen de las principales caracteristicas de los marcadores moleculares
mas utilizados en frutales tropicales y el tipo de estudio en que fueron aplicados, segun
Azofeita-Delgado, 2006.

Caracteristica Isoenzimas RFLP RAPD AFLP ISSR

Polimorfismo

detectado Bajo Medio Medio Medio Alto

Tipo de Usualmente . . Dominante / .

. . . Codominante Dominante - Codominante
dominancia codominante Codominante

Namero de

loci Multiloci Multiloci Multiloci Multiloci Multiloci

Abundancia en

Baja Media Muy alta Alta Media
el genoma

Numero de
citas

Aplicacion

_\/ar|aC|on B v v
interespecifica

7 18 33 13 21

_\/ar|aC|on B v v v v
intraespecifica

Rela’c_lones v v v
genéticas

Secuenciacion v v v v

Mejoramiento v
genético

Mapas de v v v v v
ligamiento

Se han utilizado marcadores moleculares en Jatropha para evaluar diversidad y
relaciones genéticas intraespecificas y a nivel de poblaciones. En la India se usaron
RAPD e ISSR para determinar variacion genética entre accesiones de J. curcas [54],

evaluando 29 accesiones y 47 iniciadores RAPD y 25 iniciadores ISSR; el polimorfismo
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reportado con RAPD fue de 60.5% y con ISSR de 59.82%, valores muy similares entre
ellos. Para discriminar con respecto a la diversidad y comparar ambos marcadores se
aplico la prueba de Mantel a las matrices de similaridad generadas mediante el indice de
Jaccard, resultando un valor de r = 0.862, por lo que se concluyé que la diversidad

revelada por estos marcadores fue similar.

Los marcadores ISSR y RAPD también se han utilizado para la seleccién de
germoplasma, especificamente en un estudio que incluyé 42 accesiones de J. curcas
provenientes de diferentes zonas de cultivo extensivo de la India, y un genotipo no toxico
de México, se probaron 400 marcadores RAPD y 100 ISSR. Como resultado se observé
que el 66.75% de los RAPDS revelaron patrones polimorficos y seis de ellos fueron
especificos para accesiones Indias y 17 para la accesion Mexicana, mientras que 29% de
los ISSR presentaron patrones polimorficos, 2 especificos para accesiones Indias y 4 para
accesiones Mexicanas. Con ambos marcadores se encontraron diferencias genéticas
bajas (42% con RAPDs y de 33.5% con ISSR), por lo anterior y al observar que era
posible diferenciar accesiones en relacion a su procedencia y toxicidad, los ISSR fueron
seleccionados para ser probados como SCAR (marcadores tipo Region Amplificada de

Secuencia Caracterizada) [55].

En la India se probaron ISSR para determinar diversidad y relaciones interespecificas del
genero Jatropha, para ello se utilizaron tres accesiones correspondientes a J. curcas (dos
provenian de India y una de Zimbawe), y las restantes accesiones fueron de otras
especies: J. integérrima, J. podagrica, J. tanjorensis, J. gossypifolia, J. maheshwaeii, J.
multifolia, J. villosa y J. glandulifera. Mediante el indice de similitud de Jaccard se
determiné un alto nivel de diversidad y diferenciacion interespecifica, donde la mayor
similitud se presentd entre las especies J. tanjorensis - J. gossypifolia y J. maheshwaeii —
J. gossypifolia con indices de 0.807, la menor similitud se encontr6 entre J. integérrima —
J. curcas (esta Ultima originaria de Zimbawe), los andlisis de ordenamiento por

componentes principales separaron a J. curcas del resto de las especies [56].

Un estudio similar para determinar la capacidad de los ISSR para discriminar entre la
diversidad intraespecifica e interespecifica en Jatropha [57], consideré accesiones de J.

curcas provenientes de México, China, Tailandia y Vietnam y accesiones de las especies:
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J. integerrima, J. gossypifolia y J. podagrica y una accesiéon de Ricinus communis L.,
también de la familia Euphorbiacea. En dicho estudio se utilizé el coeficiente de similitud
de Dice, el cual arrojé diferencias genéticas contrastantes entre accesiones provenientes
de origenes geograficos diferentes. Ademéas se sugiri6 que, estas diferencias pueden
sefialar subgrupos a nivel de género, ya que de los siete grupos resultantes, en el primero
se agruparon todas las accesiones provenientes de México, en el segundo las de China y
Vietnam, en el tercero las Tailandesas, en los grupos del 4 al 6 las accesiones del género
Jatropha (con procedencias diferentes a México) y en el Ultimo grupo las accesiones de
Ricinus communis L.. Cabe sefialar que la mayor diversidad intraespecifica se presento

entre las accesiones de J. curcas procedentes de México.

Los ejemplos anteriores muestran la capacidad de los marcadores ISSR para revelar

diversidad, diferencias interespecificas e inclusive geogréficas para el género Jatropha.

Los marcadores moleculares también son Utiles para evaluar la diversidad entre
poblaciones o accesiones, para la seleccién de bancos de germoplasma o determinar la
representatividad de una coleccién. Como ejemplo, en China se evalué el uso de ISSR
para determinar diversidad poblacional con la finalidad de iniciar una coleccién nucleo del
germoplasma de J. curcas [58]. Se realizé el analisis de 224 accesiones utilizando los
indices de Nei y Shannon, el resultado revelé una alta variacidbn genética general, ya que
se observé (mediante el analisis de conglomerados basado en la distancia genética de
Nei), que las accesiones se diferenciaban por procedencias y que la variacidon genética
mas baja se observd en accesiones colectadas en islas de la costa de China, en
contraste, con la mayor diversidad observada en accesiones colectadas en el area
continental. Con ello se determiné la factibilidad de los ISSR para el establecimiento de

bancos de germoplasma.

El uso de herramientas moleculares es confiable y reproducible, como se determin6 en un
estudio utilizando RAPD e ISSR en clonas de J. curcas [59], donde el resultado establecid
que entre clonas no existian diferencias y que, las diferencias observadas entre las
accesiones usadas para generar las clonas, se debian a la procedencia (origen) de las

plantas.
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El reporte mas completo para establecer la eficiencia y repetitividad de los ISSR en
estudios de diversidad, lo presentaron Grativol y colaboradores [60], el trabajo incluy6 332
accesiones distribuidas en 12 localidades de Brasil, se identificaron mediante ISSR un
total de 104 loci, de los cuales el 94% fueron polimorficos, el contenido de informacién
polimérfica, fue baja con 0.1; el indice del marcador, que mide la eficiencia para
determinar polimorfismo, resultd con valores elevados; y por dltimo, el poder de
resolucion, medida del poder discriminatorio del marcador, presentdé un valor aceptable
comparado con ISSR en estudios similares en otras especies. Por lo anterior y basado en
los indices de correlacion aceptables entre las tres medidas, los autores demuestran

eficiencia y reproducibilidad en el uso de ISSR para determinar diversidad.
1.4. El cultivo de Jatropha curcas L. en México y perspectivas

Los reportes de la produccion comercial de J. curcas L. como materia prima para la
produccion de aceite en la generacion de Metil Ester (biodiesel), pueden agruparse en dos
categorias: la primera con base al tiempo de inicio de su cultivo, ya que en plantaciones
recientes se observan problemas similares, relacionados principalmente con la
productividad; y la segunda con el manejo técnico de la plantacion, sin importar el tiempo

de establecimiento de la misma.

Los reportes de produccion y cultivo de J. curcas en México se encuentran en la primera
categoria, el inicio del cultivo a escala comercial de esta especie es relativamente
reciente. El primer registro fue en el afio 2006, cuando el gobierno del estado de Chiapas
inicid un programa para la produccién de aceite a partir de J. curcas, los resultados no
fueron los esperados ya que no se alcanzaron los rendimientos esperados. Valero en
2011 [61], realizé un andlisis de esta situacion, revelando un conjunto de factores como la
causa de este resultado, entre ellos sefialdé lo siguiente: Inestabilidad institucional por
parte del gobierno Estatal, ausencia de soporte proveniente de la investigacion cientifica
antes y durante el proyecto, falta de informacion sobre los requerimientos técnicos del

cultivo y la entrega parcial y tardia de subsidios.

A pesar de los resultados anteriores, en México ha continuado el establecimiento de J.
curcas con fines comerciales, como lo present6 SAGARPA a través del portal del Servicio

de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) [62], en el que se reportd durante el
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2015 a los estados de Yucatan, Quintana Roo y Puebla, como los principales estados con
superficie sembrada desde el afio 2009 al 2013 (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Distribucion y superficie sembrada en México de Jatropha curcas L., segun
registros historicos del SIAP.

En el estado de Yucatan, la empresa privada KUOSOL S.A. de C.V. emprendi6 el cultivo
extensivo de J. curcas como monocultivo, los resultados no fueron favorables y el
proyecto fue abandonado. En 2013 se realizé un estudio de viabilidad econdmica
tomando como base el proyecto anterior [63], el resultado revelé que la fase agricola del
proceso de produccion de biodiesel fue la que dificulté la viabilidad econémica del
sistema, representando el 92% de los costos totales. Como alternativa para alcanzar la
viabilidad, se propusieron tres estrategias: el mejoramiento genético de la planta
enfocandose a incrementar la productividad de semilla; la introduccion de policultivos que

permitan un mayor aprovechamiento del area de siembra y el uso de los subproductos.
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En paises con mayor tiempo y avance, respecto a la investigacion de J. curcas como
cultivo energético, se observaron situaciones similares a las descritas anteriormente, por
ejemplo en China, donde la problematica asociada al establecimiento del cultivo fueron los
bajos rendimientos y altos requerimientos de energia en la produccion agricola
relacionados con el mantenimiento del cultivo [64], seguido de la extraccion y

procesamiento del aceite, asi como la gran cantidad de subproductos [65].

En la India, la situacion inicial del cultivo no fue diferente, presenté situaciones
problematicas en el establecimiento del cultivo y en el manejo agrondmico de las
plantaciones [66], una vez superados estos problemas, se centraron en el manejo de los
subproductos; la transformacién del aceite con miras a la comercializacion del producto
final; la busqueda de mercados potenciales [67] y en politicas gubernamentales

relacionadas con el uso de la tierra y la distribucion del cultivo [68].

Las primeras evaluaciones sobre el rendimiento estimado de aceite y los costos
relacionados con el establecimiento de J curcas, como un cultivo para la produccion de
aceite, generaron expectativas positivas que, llevaron a establecer cultivos con fines
comerciales en diversas regiones, sin una evaluacion ni una investigacion rigurosa del
comportamiento de la especie en monocultivo. Después de obtener resultados por debajo
de las expectativas se hicieron recomendaciones generales, principalmente dirigidas a la
investigacion basica, relacionadas con la domesticaciébn y mejoramiento genético de la
especie, previas al establecimiento de plantaciones comerciales como: practicas agricolas
adecuadas; el uso eficiente de agua, fertilizantes y el arreglo espacial de la plantacién [69,
70].

En México, apoyados por SAGARPA y SENER, se han llevado a cabo estudios sobre la
diversidad y el mejoramiento genético de J. curcas. Para este ultimo fin, el mejoramiento
genético de la especie, se han sefalado como estrategias viables la hibridacién o el
cruzamiento entre genotipos distintos [71], esto en base a dos aspectos: el primero la alta
heterogeneidad y diversidad reportada en J. curcas [72]; y el segundo que la hibridacion,
propicia la generacion de nuevas especies del genero Jatropha en medios naturales. El

mejoramiento genético mediante cruzamiento entre especies y la mutacién inducida por
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medios biotecnoldgicos, son estrategias con potencial para estos fines y que hacen uso

de la diversidad intraespecifica [73].

Un estudios sobre hibridaciéon interespecifica entre J. curcas x J. integérrima reporto
decremento del peso de la semilla de 0.64 g a 0.39 g (+0.14), e incremento en los valores
de los &cidos grasos estedrico y oleico de 5.15 a 6.85 (£1.43), y de 37.71 a 40.69 (£7.57)
respectivamente [74]. Otro estudio reporté afinidad intraespecifica y el efecto de heterosis

en 91 cruzas realizadas, con una sola excepcion, la cruza de J. curcas x J. multifida [75].

La heterosis o0 vigor, es la sobre expresion de un caracter como resultado de la hibridacion
[76]; esta estrategia de mejoramiento ha sido evaluada para J. curcas en Malasia, donde
al realizar cruzas dialélicas se reportdé heterosis positiva en los caracteres: dias a la
aparicion del brote floral, dias a la primera floracibon masculina y femenina, dias a la
madurez del fruto, nUmero de ramas primarias por planta a la primera floracion, nimero
de inflorescencias por planta, nimero de frutos por inflorescencia, numero de frutos por
planta, peso de 100 semillas y rendimiento de semilla por planta. Sin embargo, de las 15

cruzas realizadas, solamente cuatro de ellas fueron sefialadas como prometedoras [74].

La generacién de lineas homocigotas es otra estrategia que podria presentar resultados
prometedores, ya que algunos estudios han reportado alta heredabilidad de caracteres.
En la India, en un estudio de herencia, se reportd heredabilidad y avance genético en los
caracteres: largo de la semilla (77 y 4.42%), peso de la semilla (96 y 18%) y contenido de
aceite (99 y 18.1%) [77].

Al no presentarse barreras bioldgicas, es posible realizar autopolinizacion y obtener
semilla viable [78], y los reportes sobre la heredabilidad de caracteres de interés para la
produccién de biocombustible, abren la posibilidad de explorar y explotar estas

caracteristicas en programas de mejoramiento genético tradicional de la especie.

El presente trabajo se centrd en valorar y determinar la diversidad a nivel morfologico y
molecular de accesiones de J. curcas colectadas en México y otros paises del continente
americano, esto con la finalidad de revelar a nivel genético el potencial de esta especie
como cultivo energético en la produccion de aceite para biodiesel, proponiendo

estrategias de evaluacién de diversidad y realizando recomendaciones que permitan
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seleccionar accesiones para su ingreso a programas de conservacion y mejoramiento

genético.

1.5. Hipétesis

Entre las accesiones de Jatropha curcas L. evaluadas se encontrara al menos una que
presente caracteristicas propicias para su cultivo con fines de produccion de aceite para

biodiesel en Yucatan.

1.6. Objetivo general

Evaluar accesiones de Jatropha curcas L. para revelar sus diferencias genéticas, con el
propésito de seleccionar individuos con aptitudes para el cultivo con fines de produccién

de aceite para biodiesel en Yucatan, México.

1.6.1. Objetivos particulares

1. Caracterizar a nivel morfolégico la diversidad fenotipica entre accesiones de
Jatropha curcas L., colectadas en diferentes regiones de América Latina y
establecidas en el estado de Yucatan, México.

2. Evaluar la diversidad genética entre las accesiones de J. curcas con el empleo de
marcadores moleculares tipo SPAR (ISSR, AP-PCR, DAMD).

3. Revelar la diversidad genética existente entre las accesiones de J. curcas bajo
estudio con el fin de seleccionar las de mayor potencial como cultivo energético

para su uso en la produccién de biodiesel.
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CAPITULO 2

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

2.1 Estrategia experimental
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Diversidad morfoldgica y contraste agrondmico entre accesiones de Jatropha

curcas L.

2.2.1.1. Material genético y sitio de estudio

Para el estudio se utilizaron 15 accesiones de J. curcas propiedad de la empresa
Agroindustria Alternativa del Sureste S.P.R. de R.L. de C.V. Las procedencias de las

accesiones fueron reportadas en cinco paises de américa (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Accesiones de Jatropha curcas L. evaluadas fenotipicamente en Yucatan,

México y sus respectivas procedencias de colecta.

Accesion Pais Estado/Provincia Latitud Longitud
BO5 Brasil Piaui 8° 14’ 00.00"S  43° 06’ 00.00” O
BO3 Brasil Piaui 8° 14’ 00.00"S  43° 06’ 00.00” O
S03 El Salvador Chalatenango 14° 34’ 16.16" N  89° 10" 43.55” O
S01 El Salvador Chalatenango 14° 34’ 16.16” N 89° 10’ 43.55” O
Go1 Guatemala Zacapa 15° 04’ 42.53" N  89°26’'11.01” O
HO2 Honduras Valle 13°32'12.86" N  87° 29 06.57” O
MYT10 México Yucatan 21°08'43.69” N  88° 08 58.59” O
MYPO6 México Yucatan 20° 43 21.00"N  89° 41’ 08.00” O
MYO01 México Yucatan 20°42'35.56” N  89° 05 39.62” O
MYCO02 México Yucatan 21°00'28.26" N  89°38'28.31" O
MYGO03 México Yucatan 20°59'20.45" N  89° 37'56.01” O
MYGO04 México Yucatan 20°59'20.45" N  89° 37'56.01” O
MCT10 México Chiapas 16° 45 11.00" N  93° 06’ 56.00” O
MCTO09 México Chiapas 16°45'11.00" N  93° 06’ 56.00” O
MCEO06 México Chiapas 16° 10’ 55.02" N 91° 58 03.80” O

Las accesiones fueron evaluadas en el sureste de México, en un area de 12 hectéareas,
ubicadas en la region noreste del estado de Yucatan (entre los 20° 57’y 21° 35' LN y los
87° 31' y 88° 16’ LO), donde se presenta un clima Aw (temperatura promedio anual de

25.3 °C vy precipitaciéon media anual de 1293.7 mm) y un suelo tipo rendzina y litosol
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(informacién proporcionada por Agroindustria Alternativa del Sureste). Las condiciones

para la evaluacién del cultivo fueron sin riego y sin fertilizacion.

2.2.1.2 Colecta de datos

Se registraron 14 caracteres morfo-agronémicos (Tabla 2.2) para determinar la expresion

del fenotipo, incluyendo caracteres asociados al rendimiento [79, 80, 81, 82].

Tabla 2.2. Lista de los 14 caracteres morfo-agronémicos registrados y evaluados en 15

accesiones de Jatropha curcas L.

Caracter Clave Descripcion

Altura de la planta (cm) PH Distancia desde la base al 4pice del tallo.

Amplitud del dosel (cm) CB Amplitud mayor entre los extremos distales de
las ramas.

Didmetro del tallo (cm) CD Diametro del cuello del tallo.

Numero de ramas primarias  NPB  Total de ramas principales.

Estructura de ramificacion BO Sefiala la presencia de ramificaciones de
segundo o tercer orden.

Numero de frutos por racimo NFC  Total de racimos frutales por rama.

Numero de frutos por rama NFB Total de frutos por rama

Crecimiento post-poda (cm) HGPP Ganancia de altura posterior a la poda.

Largo del fruto (cm) FL Distancia longitudinal entre los extremos del
fruto, tres frutos como unidad experimental.

Ancho del fruto (cm) FB Distancia transversal entre los puntos distales
del fruto, tres frutos como unidad experimental.

Forma del fruto FF Relacién entre los valores de alto y ancho del
fruto, tres frutos como unidad experimental.

Volumen del fruto (cm?) SV Calculo mediante la ecuacion de volumen para
una elipse, se tomaron 5 semillas como unidad
experimental.

Peso de 100 semillas (g) HSW  Peso de 100 semillas como unidad
experimental.

Rendimiento de aceite (g) oy Cantidad de aceite obtenido del peso de 100

semillas con respecto al contenido de aceite
extraido por hexano.
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El registro de datos se realiz6 durante octubre y noviembre de 2013, en plantas con dos
afios de establecimiento en campo. Para conservar los genotipos y contar con material
suficiente para la evaluacion, se generaron 33 clonas vegetativas de cada accesion. Las
clonas se plantaron en un disefio completamente al azar, a una distancia entre planta e
hilera de dos y tres metros, respectivamente. La unidad experimental fue una clona con 6

réplicas por accesion.
2.2.1.3 Analisis estadistico

Se determinaron los parametros estadisticos béasicos (promedio, valores minimos y
méaximos, desviacion estdndar, coeficiente de variacion y error), para todos los caracteres

evaluados utilizando el paquete estadistico Statgraphic plus 5.1 [83].

El programa NTSYS PC 2.1 [84], fue utilizado para estimar la relacion entre los caracteres
(coeficiente de correlacion de Pearson), la diversidad mediante el andlisis de
componentes principales (PCA) [50, 85]. Se realiz6 un andlisis de conglomerados [86],
mediante el algoritmo UPGMA usando la distancia taxonémica promedio, basado en la
proyeccion de los 4 primeros componentes principales, utilizando el médulo PROJ del
programa estadistico NTSYSpc [84]. Se valido el resultado del andlisis de conglomerados
mediante la elaboracion de una matriz cofenética y su comparacion con la matriz de

similitud original, utilizando el estadistico de normalidad de Mantel de dos vias [87, 88].

Para el célculo de la repetibilidad del caracter (R) se utiliz6 el modelo Y= p+ gi + e, (U +
0i = verdadero valor del i-esimo individuo; e; = error de observacion en la j-esima medida
del i-ésimo individuo) y la ecuacion de R = a;/(a; + a;) (R = repetibilidad del caracter; a;
= varianza originada por la diferencia genética entre individuos; a7 = varianza particular o

especifica de cada individuo entre mediciones) [89].

2.2.2 Diversidad y relaciones genéticas basadas en SPAR entre accesiones de

Jatropha curcas L.
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2.2.2.1 Aislamiento de ADN genémico

Para este estudio se incluyeron 28 accesiones de J. curcas pertenecientes al banco de
germoplasma de la empresa Agroindustria Alternativa del Sureste S.P.R. de R.L. de C.V.
(Tabla 2.3). EI ADN gendmico fue extraido de acuerdo a la metodologia utilizada por el

laboratorio GeMBio [90], y fue utilizado para realizar todos los andlisis.

Tabla 2.3. Listado de las 28 accesiones de Jatropha curcas L. incluidas en el analisis

molecular y sus referencias geogréficas.

Accesion Estado Pais Grupo geogréfico
S01 Chalatenango El Salvador Centro américa
SL02 Chalatenango El Salvador Centro américa
S03 Chalatenango El Salvador Centro américa
Go1 Zacapa Guatemala Centro américa
HO2 Valle Honduras Centro américa
BRO1 Piaui Brasil Sur américa
BR02 Piaui Brasil Sur américa
BO3 Piaui Brasil Sur américa
BR0O4 Piaui Brasil Sur américa
B05 Piaui Brasil Sur américa
MYO01 Tabasco México Golfo de México
MXTB105 Tabasco México Golfo de México
MCEO06 Tabasco México Golfo de México
MXTB107 Tabasco México Golfo de México
MXCH208 Chiapas México Sur de México
MCTO09 Chiapas México Sur de México
MCT10 Chiapas México Sur de México
MXCH211 Chiapas México Sur de México
MXCHO001 Chiapas México Sur de México
MXCHO002 Chiapas México Sur de México
MXCHO003 Chiapas México Sur de México
MXCHO004 Chiapas México Sur de México
MYCO02 Yucatan México Sureste de México
MYGO03 Yucatan México Sureste de México
MYGO04 Yucatan México Sureste de México
MXYC105 Yucatan México Sureste de México
MYPO6 Yucatan México Sureste de México
MYT10 Yucatan México Sureste de México
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2.2.2.2 Amplificacion de los marcadores SPAR

Los iniciadores AP-PCR, ISSR y DAMD, fueron sintetizados por la empresa Invitrogen,
Sao Pablo, Brasil y se enlistan en la Tabla 2.4. La reaccion de PCR para los iniciadores
AP-PCR y DAMD (Tabla 2.4), fueron realizadas a un volumen final de reaccion de 25 l,
conteniendo 1x PCR (10 x 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4) amortiguador
(Invitrogen), 0.25 mM de cada uno de los dNTPs (Invitrogen), 2 mM MgCl,, 0.2 uM del
iniciador correspondiente, 100 ng de templete de ADN y 1U de la enzima Taq polimerasa

(Invitrogen).

Tabla 2.4. Lista de iniciadora SPAR incluidos en el analisis de diversidad genética a

Jatropha curcas L.

Iniciador Secuencia 5’ - 3 T™ (°C) Referencia
AP-PCR
(TCC)s TCCTCCTCCTCCTCC 42 Bridge et al. [91]
(GACAC); GACACGACACGACAC 42 Bridge et al. [91]
(GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG 50 Talhinhas et al. [92]
(GAC)s GACGACGACGACGAC 50 Lidkind et al. [93]
(CAG)s CAGCAGCAGCAGCAG 60 Talhinhas et al. [92]
ISSR
1S04 GTGCGTGCGTGCGTGC 52 Weigou et al. [95]
1S09 GAGGAGGAGGAGGC 56 Weigou et al. [95]
IS16 GAGAGAGAGAGAGG 54 Weigou et al. [95]
IS15 GTGGTGGTGGTGGTGC 56 Weigou et al. [95]
1S21 GTCGTCGTCGTCGTCGTC 56 Weigou et al. [95]
DAMD
M13 GAGGGTGGCGGTTCT 42 Bridge et al. [91]
HVA AGGATGGAAAGGAGGC 55 Zhou et al. [94]
HBV GGTGTAGAGAGGGGT 55 Zhou et al. [94]
33.6 GAGGGTGGCGGTTCT 55 Zhou et al. [94]
HVR CCTCCTCCCTCCT 55 Zhou et al. [94]
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La reaccion de PCR para los iniciadores ISSR se realizé a un volumen final de reaccion
de 25 pl, conteniendo 1x PCR (10 x 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4) amortiguador
(Invitrogen), 0.25 mM de cada uno de los dNTPs (Invitrogen), 2 mM MgCl,, 1 uM del
iniciador correspondiente, 100 ng of templete de ADN y 1U de la enzima Taq polimerasa.
Todas las reacciones de amplificacion fueron realizadas en un termociclador GeneAmp
9700 DNA Thermal Cycler (Perkin—Elmer).

Los programas de amplificacion para cada marcador fueron los siguientes: para AP-PCR
(TCC)s y (GACAC); la temperatura de alineamiento fue de 42 °C [91]; para (CAG)s y
(GTG)s, la temperatura de alineamiento fue de 60 °C [92]; para (GAC)s se us6 una
temperatura de alineamiento de 50 °C [93]. El programa de PCR para todas las
reacciones fue el siguiente: un primer paso de desnaturalizacién a 95 °C por 5 min,
seguido por 40 ciclos de 40 s a 95 °C, 60 s de alineamiento a la temperatura adecuada
para cada iniciador, 60 s a 72 °C para la extension, y por ultimo una paso de extension
final de 5 mina 72 °C.

Los DAMD fueron amplificados de acuerdo a reportes previos: para HVA, HBV, HVR y
33.6, a una temperatura de alineamiento de 55 °C [94]; para M13 se utilizé una
temperatura de 42 °C [91]; la amplificacion del ADN consistid en un primer paso de
desnaturalizacion a 95 °C por 5 min, seguido por 40 ciclos de 1 min a 92 °C, 2 min
utilizando la temperatura apropiada de la temperatura de alineamiento, 2 min a 72 °C, y

un paso de extension final de 7 min a 72 °C.

Los ISSR se amplificaron segun lo reportado por Weigou et al. [95], para 1S09, IS15 y
IS21 se utilizé una temperatura de alineamiento de 56 °C; para I1S04 se utilizd 52 °C; y
para IS16 fue utilizado 54 °C; La amplificacién de ADN fue llevado a cabo con un paso de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, seguido por 36 ciclosde 40sa 94 °C,45s ala
temperatura apropiada de alineamiento, 1.5 min a 72 °C y una paso final de extensién de
7mina72°C.

Todos los fragmentos amplificados de ADN fueron separados por electroforesis en geles
de agarosa a 1.5% (p/v), y tefiido con bromuro de etidio para su visualizacién bajo un
transiluminador. La imagen fue tomada con un fotodocumentador UVP Biolmaging

systems y procesada con el programa Lab Works 4.0.
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2.2.2.3 Andlisis de datos

La huella genética fue transformada en variables discretas, usando “1” para indicar la
presencia de fragmentos y “0” para indicar la ausencia de ellos. Los datos binarios
obtenidos con los diferentes iniciadores, de manera individual (por método de iniciador) o
de manera acumulada, fueron utilizados para construir una matriz de similitud usando el
coeficiente de Dice [96] y el método de grupos pareados. La media aritmética de grupos
pareados (UPGMA), fue utilizada para generar un dendograma basado el coeficiente de
similaridad de Dice, con el médulo de conglomerados del programa NTSYSpc version
2.02e [84]. Andlisis de coordenadas principales (PCoA), fue utilizado para separar las
accesiones. La prueba de Mantel [87] fue llevada a cabo en el médulo “Matrix comp.” del
programa NTSYS.pc [84] con 1000 permutaciones, para calcular la matriz de correlacion
(), entre las matriz de similaridad generada para el conjunto de marcadores AP-PCR,
DAMD e ISSR.

Los datos fueron utilizados para determinar diferentes parametros, como el nimero total
de bandas, el nimero de bandas polimorficas, el porcentaje de polimorfismo, el nimero
de bandas por iniciador, determinar bandas polimérficas por iniciador y determinar la
distancia genética. Para determinar que método SPAR proporciona mas informacion, tres
pardmetros fueron calculados: el contenido de informacién polimaérfica (PIC); el poder de

resolucion (Rp) y el indice de marcador (MI).

El valor de PIC para cada mascador SPAR y el acumulado fue calculado como lo reporté
Anderson et al. [97]:

K
P =1_Z;"ii
=1

Donde P; es la frecuencia del i-esimo alelo, y k es el niumero total de alelos diferentes en

el locus.

El Rp fue calculado de acuerdo con Prevost y Wilkinson [98]:

Rp=31lp
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Donde 7, representa los fragmentos informativos, tomando el valor de 1 - [2 x (0.5 - p)],

donde p es la proporcion de los fragmentos contenidos en las 28 accesiones.

El Ml fue calculado como lo reportd Grativol et al. [60]:

iy

(T )

M|=IFjI( )]IP

Donde n representa el promedio de fragmentos amplificados por accesién en un marcador

especifico; n, el nimero de locus polimorficos y (n,p) locus no polimorficos.

2.2.3 Andlisis de la diversidad genética y el potencial de Jatropha curcas L. como

cultivo energético
2.2.3.1 Variables morfoldgicas incluidas en la evaluacion

Se evaluaron 30 accesiones de J. curcas (Tabla 2.5), tomando como unidad experimental
una réplica clonal por accesion, con 6 repeticiones elegidas al azar, en un disefio
experimental completamente al azar. Se incluyeron nueve caracteres en la evaluacion:
altura de la planta (m), la amplitud de la copa (m), el didmetro del tallo (cm), la cantidad de
ramas principales, el nimero de racimos frutales, el numero de frutos por rama, el
volumen de la semilla, el peso de 100 semillas (g) y el rendimiento de semilla estimado
(kg ha™) para el ultimo periodo de cosecha. La descripcion de los caracteres y medidas

correspondientes se encuentran en la Tabla 2.2.
2.2.3.3 Analisis de datos

Los datos generados por la caracterizacion morfoldgica fueron transformados a una matriz
binaria de presencia (1), ausencia (0), para ello se generaron categorias basadas en los
resultado de un ANOVA (¥, = u+ 1, + ¢, ; donde: ¥, = Variable de objeto de estudio en
este caso accesion 7 en el nivel j u = es una constante e indica la respuesta media de
todos los niveles; 1, = efecto diferencial del nivel 7, ¢ = el error) y su posterior
comparacion de medias por el método de Tukey (a = 0.05), andlisis realizado en el

programa estadistico Statgraphic plus 5.1 [83].
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Tabla 2.5. Lista de las 30 accesiones de Jatropha curcas L. incluidas en la evaluacion

y sus procedencias de colecta.

Accesion  Clave  Procedencia Accesion Clave  Procedencia
S01 SL1 El Salvador MCTO09 CH2 Chiapas
SLO02 SL2 El Salvador MCT10 CH3 Chiapas
S03 SL3 El Salvador MXCH211 CH4 Chiapas
G011 GT1 Guatemala MXCHO001 CH5 Chiapas
HO2 HN2 Honduras MXCHO002 CH6 Chiapas
BRO1 BR1 Brasil MXCHO003 CH7 Chiapas
BRO02 BR2 Brasil MXCHO004 CHS8 Chiapas
BO3 BR3 Brasil MYCO02 YC1 Yucatan
BR0O4 BR4 Brasil MYGO03 YC2 Yucatan
B0O5 BR5 Brasil MYGO04 YC3 Yucatan
MYO1 TB1 Tabasco MXYC105 YC4 Yucatan
MXTB105 TB2 Tabasco MYPO6 YC5 Yucatan
MCEO6 TB3 Tabasco MYT10 YC6 Yucatan
MXTB107 TB4 Tabasco VRO1 VR1 Veracruz
MXCH208 CH1 Chiapas 101 11 India

Los fragmentos amplificados por cada uno de los iniciadores AP-PCR, ISSR y DAMD
(Tabla 2.4), se utilizaron para generar una matriz de presencia (1), ausencia (0). Ambas
matrices binarias se unificaron y con ellas se construyd una matriz de similitud usando el
coeficiente de Jaccard, generando un dendrograma UPGMA y usando el mddulo
SIMPROF, con 1000 permutaciones, para sefialar grupos entre accesiones utilizando el
programa estadistico PRIMER v 6.1. [99]. Por dltimo, los grupos observados en el
dendograma se contrastaron con los caracteres Altura de planta, Amplitud de dosel y

Rendimiento de semilla.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUCION
3.1. Diversidad morfolégica y el contraste agronémico.*

Los valores obtenidos de la caracterizacibon morfo-agronémica mostraron diferencias
estadisticas para las 15 accesiones (Tablas 3.1). Para el cultivo comercial de Jatropha
curcas L., se propone el uso de plantas con porte bajo [69], por lo que se propone como
planta ideal aquella que presente altura menor a 2.5 m y amplitud de dosel menor a 2 m,
de manera que permita la facil recoleccién de frutos y una mayor densidad de siembra por
hectarea; en cuanto al nUmero de ramas, mientras mayor sea su niumero, mayor cantidad
potencial de racimos tendra; asi mismo, grosores de tallo superiores a 5.5 cm serian
favorables para un mayor rendimiento. Igualmente es deseable que muestren alta

produccion de semillas y rendimiento de aceite superior al 50% de su peso.

Los resultados nos sefialan que los caracteres asociados al porte de la planta como altura
de planta (PH), ancho del dosel (CB) y diametro del tallo (CD), presentaron valores altos
en las accesiones, B03, G01, HO02, MCEO6 y MCTO09, y los valores menores se
observaron en las accesiones MYC02, S01 y S03; en lo general se presentaron en
promedio portes bajos para altura y amplitud de dosel, con respecto al didmetro del tallo
las accesiones presentaron valores aceptables, superiores a 5 cm. Las accesiones
americanas presentaron el porte similar al de las accesiones Malayas [50], mientras que,
al compararlas con las accesiones indias [49], fueron diferentes, con valores mas
adecuados en el caso de las americanas. Cabe sefialar que las accesiones provenientes

de El Salvador resultaron ser las de menor porte para altura y amplitud de dosel.

En la estructura de ramificacion se observé que las accesiones B03, G01, MCEOQ6 y
MYT10 presentaron el mayor nimero de ramas principales (NPB) y la mayor estructura de
ramificacion (BS) en contraste con las accesiones S01, S03, HO2 y MY01 que presentaron

los valores mas bajos.

‘EA Aguilera-Cauich; D. Pérez-Brito; A. Navarrete; G. Lopez-Puc; G. Castafion; J.C. Sacramento; C. Rubio;
A. Uc-Véarguez; C. Géngora-Canul; J.O. Mijangos-Cortes, Assessment of phenotypic diversity and agronomic
contrast in American accessions of Jatropha curcas L., Ind. Crop. Prod. 77, 1001-1003, 2015.
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Con respecto a la capacidad de fructificacion, las accesiones MCEO06, MCT10, MYPO6,
HO02, BO3 y MYT10, presentaron valores altos en el numero de frutos por racimo (NFC) y
numero de frutos por rama (NFB), los valores méas bajos fueron observados en S03 y
MYCO02.

La mayor ganancia de altura después de la poda (HGPP), se observd en las accesiones
MYGO04, B05, MYT10 y MYCO2 y los valores inferiores en este caracter se observaron en
S01, S03, MCT09 y MCT10.

Los frutos con mayor tamafio con respecto al largo del fruto (FL) y ancho del fruto (FB) se
observaron en las accesiones MYT10, MCT10, S01, BO5 y B03, y los valores més bajos

los ostentan las accesiones MY01, HO2 y GO1.

Con respecto al caracter forma del fruto (FF), las accesiones G01, B03, BO5 y MCT10,
presentaron valores inferiores a 1, lo que sefiala una forma redonda del fruto y las
accesiones restantes presentaron valores mayores a 1, que representan una forma

eliptica del fruto.

Con respecto a caracteres asociados a rendimiento como, el ndmero de ramas
principales, el nimero de frutos por racimo y el nimero de frutos por rama, se reporté en
India accesiones con tres ramificaciones en promedio [49, 100], y una proporcion de 5 -
10 racimos frutales mientras que, para accesiones Malayas se reporté un promedio de
2.47 racimos frutales [50]. Las accesiones americanas evaluadas presentan en promedio

mejores atributos con relacion a caracteres asociados a rendimiento.

Por su parte, los caracteres volumen de la semilla (SV) y peso de 100 semillas (HSW) las
accesiones con valores mayores fueron S01, BO5 y B03 y aquellas con menor valor
fueron MYPO6, SO03 y MYT10; al reportar para las accesiones evaluadas un valor
promedio para el peso de 100 semillas de 80.78 g y compararlos con los reportes para
esta caracteristica en India, con valores entre 69 y 100 g [49] y el reporte de 72.5 g en

Malasia [50], es posible sefalar un mayor peso de semilla en América.

Los mayores rendimientos de aceite (OY) lo presentaron las accesiones MCT10, MCEOQ6
y B03, el menor rendimiento se observé en MYGO03, MYG04, MYP06, MYT10; el valor
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promedio de aceite fue 50.52%, lo cual fue consistente con un registro previo para
México, en el que se sefialé un porcentaje de aceite entre 25 - 60% [101] mientras que,
para India y Malasia se reportaron valores entre 28 - 38% [49, 100]. Por lo anterior, el
peso de las semillas y el contenido de aceite de las accesiones americanas evaluadas
son superiores a los reportes de India y Malasia. Tomando en cuenta que se determiné un
bajo efecto del ambiente sobre ambos caracteres, el potencial de las accesiones
evaluadas es mayor para efectos de mejoramiento. Por las caracteristicas anteriores

sobresalen una accesién de origen brasilefio (B03) y dos mexicanas (MCEO6 y MCT10).

Los coeficientes de variacion mas elevados se observaron en caracteres relacionados con
la capacidad de fructificacion NFB y NFC (65.65% y 57.56%, respectivamente) y HGPP
(56.95 cm), los valores menores se observaron en FF y los caracteres asociados a
rendimiento HSW y SV (Tabla 3.1).

Con respecto a altura de la planta, en Malasia e India [50, 49], los valores relacionados al
CV resultaron inferiores a los obtenidos para las accesiones americanas. Mientras que
para peso de la semilla en Malasia [50], el valor obtenido fue similar al del presente
estudio. En contraste para el rendimiento de aceite en Malasia [50] el CV fue superior al
encontrado en las accesiones americanas. Para el resto de las variables estudiadas los
CV fueron superiores al 10% al ser comparadas con las de India y Malasia. Esta alta
variacién de las accesiones americanas, en la mayoria de los caracteres estudiados,
pudiera ser debida a que en México es donde se ha reportado el mayor endemismo para
este género [33] y que ha sido considerado como el posible centro de origen de la especie
J. curcas L. [34].
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Tabla 3.1. Descripcion y estadisticos basicos para caracteres morfo-agronémicos y atributos de rendimiento evaluados en 15

accesiones de Jatropha curcas L.

Accesion PH CB CD NPB BO NFC NFB HGPP FL FB FF SV HSW oy

BO3 268.44  257.80 8.57 4.50 1.83 6.33 16.17 65.44 3.28 3.04 1.08 11.91 88.67 50.98
B0O5 262.43 211.24 9.42 3.83 1.67 5.83 15.67 101.43 3.29 3.04 1.08 12.04 89.67 47.25
GO01 307.66  241.43 10.53 3.50 2.00 6.00 11.00 65.66 2.88 2.69 1.07 11.39 83.67 45.01
HO2 302.81  244.55 9.31 2.50 2.67 7.00 16.67 80.81 2.93 2.67 1.10 9.78 79.00 4274
S01 206.37  200.84 6.80 2.33 1.50 3.67 9.33 48.37 3.37 3.06 1.10 12.30 90.00 47.70
S03 196.57 168.44 5.49 2.67 1.50 2.17 9.00 47.57 3.18 2.81 1.13 9.24 71.00 38.20
MCEO06 26453 293.81 10.85 4.00 2.00 11.50 33.17 85.53 3.038 2.76 1.10 11.20 85.67 52.09
MCTO9 297.35 298.38 8.59 3.17 2.00 4.83 19.00 40.12 3.25 2.85 1.14 11.43 83.00 44.16
MCT10 22443  209.16 7.46 4.00 1.33 8.17 21.83 39.56 3.50 3.20 1.09 11.01 86.00 58.05
MYO01 268.79  169.92 6.95 2.83 1.67 4.83 12.50 79.79 2.93 261 1.13 11.63 87.67 47.69
MYCO02 196.44  232.43 6.68 3.00 1.50 1.75 3.75 94.44 2.96 2.53 1.17 11.35 82.33  42.32
MYGO3 23153 212091 7.44 3.33 1.67 3.83 12.33 80.53 2.96 2.58 1.15 10.27 78.67  30.76
MYGO04 233,50 165.61 6.61 3.17 1.67 3.33 7.67 116.50 3.32 2.84 1.17 9.83 72.33 3494
MYPO6 254.06 189.91 7.93 3.33 2.33 6.67 20.83 67.06 3.30 2.67 1.24 8.72 66.33 37.21
MYT10 204.14 253.18 6.75 4.00 1.83 5.67 18.33 95.14 3.66 2.87 1.28 9.43 67.67 37.42
n 86 86 86 86 86 86 86 86 258 258 258 450 4500 45

Mean 24775  222.67 7.93 3.35 1.81 5.51 1551 73.58 3.20 2.82 1.14 10.77 80.78 50.52
Min. 161.37  101.65 3.92 2.00 1.00 1.00 1.00 1.66 2.34 2.01 1.01 7.81 66.00 30.49
Max. 365.81  379.37 11.71 6.00 3.00 19.00 70.00 194.77 4.65 4.08 1.43 12.85 92.00 58.05
DE 51.03 65.62 1.94 0.84 0.60 3.17 10.18 41.90 0.40 0.37 0.08 1.17 7.91 7.10
CV (%) 20.60 29.47 24.52 24.99 33.30 57.56 65.65 56.95 1255 12.94 6.72 10.90 9.79 16.24
Error (%) 2.22 3.18 2.64 2.69 3.59 6.21 7.08 6.14 1.35 1.40 0.72 1.15 1.46 1.05

PH: altura de planta; CB: amplitud del dosel; CD: diametro del tallo; NPB: nimero de ramas; BO: orden de ramificacion; NFC: nimero de frutos por racimo; NFB: nimero de
frutos por rama; HGPP: ganancia de altura post-poda; FL: largo del fruto; FB: ancho del fruto; FF: forma del fruto; SV: volumen de semilla; HSW: peso de 100 semillas; OY:
rendimiento de aceite.
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El resultado del analisis de correlacion realizado entre las 15 accesiones, incluyendo los
14 caracteres morfo-agronémicos, se detalla en la Tabla 3.2. Se encontraron siete
correlaciones significativas, aquellas con valores de “r’ superiores a 0.7. Es de
importancia sefialar los valores de correlacion observados entre variables asociadas al
rendimiento como en HSW-SV con valor de r = 0.955, HSW-FF con valor de r = -0.809 y
HSW-OY con valor der =0.746 g.

Respecto a las correlaciones entre caracteres, en Malasia se reportaron [50] correlaciones
positivas entre el caracter rendimiento de semilla y los caracteres de altura de la planta y
el nimero de racimos; asi como entre el caracter rendimiento de aceite y los caracteres
rendimiento de semilla por planta, rendimiento de semilla por hectarea, nimero total de
ramificaciones, numero de frutos por racimo y altura de la planta. Los reportes de India
[49] sefalaron que, el caracter rendimiento de semilla por planta se correlacion6
positivamente con los caracteres altura de la planta y numero de ramificaciones por
planta, y el caracter nimero de ramas por planta se correlacioné positivamente con la

altura de la planta.

En los reportes citados se aprecia una constante asociacion entre el rendimiento de
semillas y la altura de la planta, en contraste, las correlaciones observadas en el presente
estudio no sefialaron asociaciones lineales entre caracteres vegetativos y de rendimiento,
pero si entre los caracteres de porte (altura, diametro del tallo y orden de ramificacion) y
un grupo de caracteres asociados a rendimiento (nimero de frutos por racimo, nimero de
frutos por rama y diametro del tallo) y entre el peso de la semilla y el rendimiento de
aceite. Para las accesiones evaluadas se podria utilizar el peso de la semilla como un
posible indicador del rendimiento de aceite. Por su parte el diametro del tallo (caracter de

porte) podria utilizarse como indicador de caracteres asociados a rendimiento.

En cuanto a la repetibilidad entre los caracteres, se encontré6 que HSW y OY presentaron
los resultados més altos con valores de 0.988 y 0.996 respectivamente, mientras que el
mayor efecto del ambiente, se observd en aquellos caracteres con el menor valor de
repetibilidad, presentandose en los caracteres FB y HGPP con valores de 0.672 y 0.693

respectivamente (Tabla 3.3).
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Tabla 3.2. Coeficiente de correlacion entre caracteres morfo-agrondmicos y atributos de rendimiento entre 15 accesiones de

Jatropha curcas L.

PH CB CD NPB BO NFC NFB HGPP FL FB FF SV HSW oy
PH 1.000
CB 0.429 1.000
CD 0.790**  0.645**  1.000

NPB 0.114 0.424 0.396 1.000

BO 0.690**  0.390 0.560* -0.071 1.000

NFC 0.475 0.507* 0.737*  0.554* 0.425 1.000

NFB 0.349 0.550* 0.583* 0.535* 0.386 0.925**  1.000

HGPPG -0.062 -0.119 0.056 0.135 0.098 -0.056 -0.149 1.000

FL -0.435 -0.048 -0.348 0.360 -0.278 0.053 0.195 -0.123 1.000

FB -0.135 0.034 -0.006 0.382 -0.367 0.236 0.231 -0.344 0.736**  1.000

FF -0.433 -0.120 -0.480 -0.008 0.109 -0.243 -0.045 0.294 0.408 -0.318 1.000

SV 0.215 0.282 0.325 0.137 -0.361 0.072 -0.054 -0.141 -0.158 0.337 -0.672**  1.000

HSW 0.295 0.253 0.398 0.113 -0.277 0.211 0.056 -0.198 -0.254 0.341 -0.809**  0.955* 1.000

(0)¢ 0.232 0.302 0.395 0.342 -0.174 0.563* 0.429 -0.383 0.092 0.570* -0.630 0.660 0.746 1.000

* Correlacion significativa a un nivel de 0.05 de significancia; ** Correlacion significativa a un nivel de 0.01 de significancia. PH: altura de planta; CB:
amplitud del dosel; CD: diametro del tallo; NPB: nimero de ramas; BO: orden de ramificacion; NFC: nimero de frutos por racimo; NFB: nimero de frutos por rama;
HGPP: ganancia de altura post-poda; FL: largo del fruto; FB: ancho del fruto; FF: forma del fruto; SV: volumen de semilla; HSW: peso de 100 semillas; OY:
rendimiento de aceite.
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Tabla 3.3. ANOVA y analisis de repetibilidad para 14 caracteres morfo-agronémicos evaluados para determinar diversidad

en 15 accesiones Americanas de Jatropha curcas L.

Fuente de Cuadrados medios

variacion  df  py cB CD  NPB BO NFC NFB HGPP FL FB FF SV HSW  OY
Accesiones 14 783880 10574.00 13.21 235 072 3426 28671 316887 031 022 002 7.67 191.94 157.41
Error 75 1487.55 2906.38  1.82 036 028 501 6399 139834 013 011 000 020 222 0.65
R 0.840 0784 0879 0868 0718 0.872 0817 0693 0708 0.672 0.880 00974 0988  0.996

PH: altura de planta; CB: amplitud del dosel; CD: diametro del tallo; NPB: numero de ramas; BO: orden de ramificacién; NFC: nimero de frutos por racimo; NFB:

ndmero de frutos por rama; HGPP: ganancia de altura post-poda; FL: largo del fruto; FB: ancho del fruto; FF: forma del fruto; SV: volumen de semilla; HSW:
peso de 100 semillas; OY: rendimiento de aceite.
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En general debido al bajo efecto del ambiente sobre estos caracteres de porte (altura de
la planta y amplitud del dosel), es posible esperar una mayor ganancia genética en el
mejoramiento de los mismos. Un resultado similar se podria esperar en las accesiones
provenientes de Brasil, Guatemala y Honduras, las cuales sobresalen con respecto al
rendimiento, nUmero de ramas principales, numero de frutos por racimo y namero de
frutos por rama, en los cuales debido al bajo efecto del ambiente, es posible esperar un

mayor potencial productivo.

Los primeros cuatro componentes del analisis de componentes principales explicaron el
84.19% de la variacion total, involucrando 10 de los 14 caracteres (Tabla 3.4). EI CP1 que
explicod el 35.67% de la variacidon total, estd conformado por cuatro caracteres, de los
cuales uno (CD) esta asociado al porte y el resto al rendimiento (OY, NFC y HSW);
mientras que, el CP2 (22.27%) esta asociado con tres caracteres diferentes de las plantas
(BO, FBy SV).

Tabla 3.4. Andlisis de componentes principales, valores y vectores propios
para los primeros cuatro componentes principales en el analisis de 15

accesiones de J. curcas.

Componentes principales

Descriptor
1 2 3 4
Valores propios 4.99 3.12 2.53 1.15
Varianza (%) 35.67 22.27 18.05 8.20
Varianza acumulada (%) 35.67 57.94 75.99 84.19
Vectores propios
Diametro del tallo 0.839 0.425 0.155 -0.122
Rendimiento de aceite 0.787 -0.452 -0.105 0.095
Numero de frutos por racimo 0.782 0.358 -0.362 0.017
Peso de 100 semillas 0.696 -0.558 0.381 -0.141
Estructura de ramificacion 0.245 0.856 0.116 0.253
Ancho del fruto 0.363 -0.606 -0.566 0.136
Volumen de la semilla 0.601 -0.602 0.344 -0.247
Largo del fruto -0.126 -0.292 -0.883 0.057
Numero de ramas principales 0.487 0.051 -0.588 -0.470
Ganancia de altura post-poda -0.238 0.331 0.073 -0.828
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La Figura 3.1 presenta el agrupamiento entre las 15 accesiones evaluadas, en ella se
aprecia que las accesiones MYP06, H02, MCEO6, MY01 y S01, presentaron diferencias
suficientes para ser consideradas individuos independientes, mientras que las accesiones

restantes se concentraron en dos grupos.

088
VARIANZA ACUMULADA
JMYPOS e 57.94%
Grupo |
044 Grupo |l M:EDE

CP2: BO, FB, SV (VARIANZA 22.2T%)
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CP1: CD, OY, NFC, HSW (VARIANZA 35.67%)

Figura 3.1. Gréfico de saturacion del andlisis de componentes principales sefialando

relaciones morfolégicas entre accesiones de J. curcas.

El Grupo | estuvo formado principalmente por accesiones mexicanas, colectadas en el

estado de Yucatan y una accesién proveniente de El Salvador, agrupando estas
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accesiones por presentar valores bajos en los caracteres PH (196.44 — 233.50 cm), CB
(165.61 — 253.18 cm), OY (30.76 — 42.32%) y alto en el caracter HGPP (47.57 — 116.50

cm).

El Grupo Il lo conformaron accesiones colectadas en México, procedentes del estado de
Chiapas, Guatemala y Brasil, similares por presentar valores altos en PH (224.43 —
307.66 cm), SV (11.01 — 12.04 cm®), HSW (83 — 89.67 g) y valores de intermedios a
elevados en OY (44.16 — 58.05%).

En la Figura 3.2 se representa el ordenamiento de las 15 accesiones mediante el método
UPGMA,; en la prueba de Mantel se obtuvo un valor de r = 0.7, lo que sefala un nivel de

correlacion aceptable y por lo tanto una distorsion aceptable.

MYT10 Cl
MYPOE
MY Grupo |
cl
MYCO2
WG
MG
503
clu
a05
Eml cIv
NCTH0
s01
cv
co1
MCTOS cvi Grupo Il
Hi2
cVvi
MCEDG
019 ' 03 ' "o om ' om
D42
UPGMA

Figure 3.2. Dendograma que incluye 15 accesiones de Jatropha curcas L. basado en los
primeros cuatro componentes, mediante la distancia taxonémica promedio usando el

método de agrupamiento UPGMA.
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Se observo en lo general una distribucion asociada con la procedencia de colecta, las
accesiones mexicanas, colectadas en Yucatan se localizan en la parte superior del
dendograma (Grupo ), mientras que las otras accesiones mexicanas y centro
americanas, se combinan en la mitad inferior del dendograma (Grupo IlI), lo anterior a una
distancia de 0.71 (Figura 3.2).

A una distancia de 0.42 se observaron siete grupos (Cl a CVII), las accesiones S03, S01y
MCEOQ6 por si mismas conformaron los grupos lll, V y VIl respectivamente, sefialando con

ello independencia con el resto de las accesiones y una mayor variabilidad genética.

Las accesiones S01 y MCEO6 también resultaron independientes del resto de los grupos
en el andlisis de PCA (Figura 3.1), estas accesiones se caracterizaron por presentar
valores bajos en PH y CB (206.37 cm y 200.84 cm, respectivamente). SO1 y MCEOQ6
presentaron valores altos en los caracteres SV (11.2 cm®), HSW (85.67 g) y OY (52.09%).

En el grupo VI se observd la mayor heterogeneidad con respecto a la procedencia de
colecta, dos accesiones de Brasil y una de México, tuvieron valores altos con respecto al
SV (11.01 - 12.04 cm®) y HSW (86 — 89.67 g).

Las accesiones mas similares BO5 y B0O3 (coeficiente 0.19), se ubicaron en el grupo 1V, en
el cual también se presentaron las accesiones con los registros mas altos en el caracter
QY con valores de 50.99% y 58.05% para BO3 y MCT10, respectivamente.

Ademads, la distribucién de las accesiones con respecto a su agrupamiento también se

relacioné directamente con la procedencia de colecta (Tabla 3.1, Figura 3.1y 3.2).

La diversidad reportada en India usando el andlisis de componentes principales fue del
75.8% en cuatro componentes principales, donde los caracteres de mayor valor en el PC1
se relacionaron directamente con el rendimiento de semilla y aceite, reportando una
varianza absoluta del 37.4% [50]. En contraste el presente estudio reveld6 mayor variacion,
como se esperaria en el centro de origen, presentando en los primeros cuatro
componentes una varianza explicada de 84.19% y una varianza absoluta del 35.67% para
el PC1. Los caracteres asociados a esta variacion se relacionaron con el porte de la

planta y rendimiento (diametro del tallo, rendimiento de aceite, nUmero de frutos por
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racimo y peso de 100 semillas), cabe sefalar que los caracteres anteriores presentaron
valores altos en el andlisis de correlacion, lo que remarca su importancia en la variacion
entre accesiones y el potencial genético de accesiones americanas. Por todo lo anterior, y
considerando el alto valor en el analisis de repetibilidad para los caracteres evaluados, es
posible recomendar el uso de estrategias de reproduccion vegetativa, como herramienta
para el establecimiento de plantaciones, una vez que se hayan obtenido o seleccionado

los genotipos deseados.

3.2 Diversidad y relaciones genéticas basadas en SPAR

Todos los marcadores SPAR utilizados revelaron polimorfismos entre las accesiones
estudiadas de J. curcas (Tabla 3.5). Esto sefiala la utilidad de esta herramienta molecular
para revelar y medir diversidad genética para esta especie, como se ha reportado en otras
especies, en estudios similares, entre individuos silvestres y cultivados, individuos del
mismo género, poblaciones de una misma especie e incluso a nivel intraespecifico [102,
103, 104].

Los iniciadores AP-PCR, produjeron un total de 99 fragmentos, en un rango de 191 a
2686 pares de bases (pb), el promedio de loci polimérficos por iniciador y el porcentaje de
polimorfismo fue de 19.8 y 100%, respectivamente. El iniciador (TCC)s produjo la menor
cantidad de fragmentos (13) y (GAC)s el mayor numero (27). Los iniciadores (TCC)s y
(CAG)s compartieron el valor mas alto de PIC con 0.867. Un total de 131 fragmentos (en
un rango de 147 a 3125 pb) fueron amplificados con los cinco ISSR. El rango de
fragmentos amplificados estuvo entre 24 y 28, con un 100% de polimorfismo. El iniciador
IS16 presento el valor més alto con 0.923 y IS15 el valor mas bajo con 0.835 (Tabla 3.5).
Los cinco iniciadores DAMD presentaron un total de 110 fragmentos entre 112 a 3148 pb,
el iniciador 33.6 revel6 el mayor numero de fragmentos (28) y HBV la menor cantidad
(14). De los 110 fragmentos obtenidos, 108 fueron polimérficos, para un promedio de
polimorfismo del 98.2%. Los iniciador HBV y HVA resultaron los menos polimorficos con
92.9 y 93.8% de polimorfismo. El PIC més elevado se present6 en el iniciador HVR y el

menor en HVA con valores de 0.929 y 0.730 respectivamente (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Iniciadores AP-PCR, ISSR y DAMD utilizados para el analisis de accesiones Americanas de Jatropha curcas L. y

el polimorfismo revelado.

Iniciador Secuencia 5-3’ Loci Loct polimorfico Promedio PIC Rango del tamafio
amplificado  Ngmero Porcentaje de bandas (bp)
AP-PCR
(TCC)s TCCTCCTCCTCCTCC 13 13 100 0.867 662-1919
(GACAC);  GACACGACACGACAC 16 16 100 0.832 500-2230
(GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG 20 20 100 0.710 319-981
(GAC)s GACGACGACGACGAC 27 27 100 0.769 319-2686
(CAG)s CAGCAGCAGCAGCAG 23 23 100 0.867 191-1849
99 99 100 0.809 191-2686
ISSR
1S04 GTGCGTGCGTGCGTGC 27 27 100 0.912 173-2818
IS09 GAGGAGGAGGAGGC 25 25 100 0.893 147-1912
IS16 GAGAGAGAGAGAGG 24 24 100 0.923 214-2804
IS15 GTGGTGGTGGTGGTGC 28 28 100 0.835 163-2727
IS21 GTCGTCGTCGTCGTCGTC 27 27 100 0.858 174-3125
131 131 100 0.884 147-3125
DAMD
M13 GAGGGTGGCGGTTCT 26 26 100 0.831 300-2273
HVA AGGATGGAAAGGAGGC 16 15 93.8 0.730 214-2520
HBV GGTGTAGAGAGGGGT 14 13 92.9 0.799 214-1588
33.6 GAGGGTGGCGGTTCT 28 28 100 0.893 112-2255
HVR CCTCCTCCCTCCT 26 26 100 0.929 200-3148
110 108 98.2 0.836 112-3148
Total 340 338 99.4 0.844 112-3148

Los valores en negritas sefialan el valor total para cada parametro.
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En estudios realizados anteriormente en México, sobre J. curcas, se utilizaron AFLPs para
conocer la diversidad genética en el estado de Chiapas [105] y determinar los niveles de
diversidad y relaciones genéticas entre individuos de esta especie procedentes de
diferentes estados de México [35]. Sin embargo, dado que los AFLPs presentan algunas
desventajas, como tener costos superiores a otros marcadores y consumir mayor tiempo
en su realizacion, es de gran importancia evaluar herramientas moleculares mas sencillas
y rapidas que permitan valorar y revelar la diversidad de manera mas eficiente y menos
costosa. De ahi que los resultados obtenidos en este estudio utilizando SPARs, son
prometedores para sustituir los AFLPs por otros marcadores menos costosos, e

igualmente o superiores en cuanto a la informacién que pueden proporcionar.

Al contrastar los tres métodos SPAR y el acumulado (Tabla 3.6), se observo un total de
340 bandas amplificadas y un polimorfismo del 99.4%, los ISSR contribuyeron con la
mayor cantidad al presentar 131 bandas totales. Con respecto a la distancia entre
accesiones, el acumulado sefal6 la mayor similitud entre MXCHO001-MXCHO002 (0.75) y la
menor similitud entre las accesiones BR04 - S03 (0.22), resultados similares se
observaron con iniciadores DAMD donde las accesiones MXCHO001 - MXCHO002 y SL3 -
MXCHO03 presentaron la mayor y menor similitud con valores de 0.84 y 0.21,

respectivamente (Tabla 3.6).

El valor promedio de PIC para el acumulado fue de 0.843, los promedios para ISSR,
DAMD y AP-PCR fueron 0.884, 0.836 y 0.809, respectivamente. El valor mas alto de Rp
se encontré en AP-PCR (0.77) y el menor en ISSR (0.57). Mientras que el valor méas alto
para Ml se observo en ISSR (6.60) y el méas bajo en DAMD (5.68) (Tabla 3.6).

Los resultados aqui obtenidos permiten sefialar alto polimorfismo por iniciador y entre
métodos, los valores para este estudio con respecto al porcentaje de polimorfismo fueron
superiores en todos los casos al 98.2%, y al ser comparados con el 81.82% de DAMD,
83.60% de RAPD en el noreste de India [106] y el 90.10% de AFLP en México [35], nos
permite observar la gran diversidad presente entre las accesiones de J. curcas en
América y la capacidad de revelar ésta por medio de marcadores como AP-PCR, DAMD e
ISSR.
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Tabla 3.6. Comparacién de datos entre AP-PCR, ISSR, DAMD vy el andlisis acumulado

de bandas para estimar la diversidad genética en accesiones Americanas de Jatropha

curcas L.

Parametros AP-PCR ISSR DAMD Acumulado *
Numero total de iniciadores 5 5 5 15
Tamafio de banda (bp) 191-2686 147-3125 112-3148 112-3148
Num. total de bandas 99 131 110 340
Bandas polimorficas 99 131 108 338
Polimorfismo (%) 100 100 98.2 99.4
Rango de distancia® 0.18-0.86 0.00-0.77 0.21-0.84 0.22-0.75
PIC promedio 0.809 0.884 0.836 0.843
Poder de resolucion (Rp) 0.77 0.57 0.66 0.66
indice del marcador (MI) 6.14 6.60 5.68 6.14

! Combinacién de los datos obtenidos entre los iniciadores AP-PCR, ISSR y DAMD; 2 calculado con el

coeficiente de Dice.

En cuanto a los valores de PIC, los valores de este estudio fueron similares a los
obtenidos en India [57], en el que se usaron 27 iniciadores ISSR con valores de 0.849 y
0.845 respectivamente, pero considerablemente mas elevados que los reportados por
Pecina-Quintero et al. [105], para 88 accesiones originarias de Chiapas, México, utilizando
AFLPs (valor promedio de PIC 0.248). El contraste en el polimorfismo reportado por los
AFLP y los SPAR utilizados en este estudio, quiza radique en la diferencia del area de
amplificacién en el genoma para cada tipo de marcador utilizado y no necesariamente en
la riqueza de la diversidad genética de la especie. Los valores similares observados con
respecto a los reportados con ISSR en India [57], puede deberse al tipo de marcador
utilizado y a la inclusion de especies del género Jatropha y accesiones provenientes de

México en el estudio.

Por otra parte se observé una baja correlacion entre los métodos SPAR, ya que los
valores de r, obtenidos de la prueba de Mantel, estuvieron por debajo de 0.5 (Tabla 3.7).
Sin embargo, al comparar cada método con el acumulado, los valores de r fueron
superiores a 0.7, lo que sefial6 una correlacion de moderada a alta. La mayor correlacion

se observo entre el acumulado y los ISSR con un valor de r = 0.820.
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Tabla 3.7. Valores correspondientes a la correlacion de Mantel al comparar matrices
de similaridad provenientes de AP-PCR, ISSR, DAMD y el acumulado de todos entre

accesiones de Jatropha curcas L.

Par de marcadores Coeficiente de correlacion (r) p - valor
AP-PCR vs DAMD 0.410 0.001
AP-PCR vs ISSR 0.497 0.001
DAMD vs AP-PCR 0.366 0.001
Acumulado® vs AP-PCR 0.811 0.001
Acumulado® vs ISSR 0.820 0.001
Acumulado® vs DAMD 0.708 0.001

! Combinacion de los datos de bandas obtenidos para ISSR, AP-PCR, e ISSR.

El resultado relacionado a los bajos valores de correlacion entre matrices de similitud por
método SPAR, puede ser atribuible a que cada SPAR amplifica diferentes regiones del
genoma [107, 108], situacion que se refleja en los valores de r, lo que permite suponer
una amplia exploracion del genoma, al observar alto polimorfismo entre las diferentes
regiones amplificadas y en consecuencia, alta diversidad genética entre accesiones. Al
comparar las matrices para cada método con la matriz acumulada, se observaron
correlaciones altas y con valores de r similares, esto nos hace suponer que, en mayor o
menor grado, la diversidad observada entre métodos es relativamente similar y no se
presenta una tendencia que confiera a alguno de los SPAR, mayor participacién en los
resultados, aun con las diferencias observadas entre rangos de similitud y la capacidad de
resolucion del marcador, la diversidad revelada por método es amplia para cada uno de

ellos.

Los analisis de ordenamiento y agrupamiento se realizaron usando el método SPAR con
el mayor poder resolutivo, AP-PCR y DAMD (Tabla 3.6). Los resultados del analisis de
coordenadas principales basado en los registros obtenidos con los iniciadores AP-PCR vy
DAMD se presentan en la Figura 3.3, donde se aprecia la formacién de tres grupos.
Destaca el Grupo 1 donde fueron encontradas la mayoria de las accesiones procedentes
de Chiapas (75%), que en el dendograma formaron el subgrupo 1IB2, las accesiones

BR04, SO01 y SLO2 se aislaron del resto, las accesiones restantes se dividieron en dos
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grupos, el Grupo 2 es compacto, formado por nueve accesiones donde predominaron
procedencias de Yucatan y Brasil, el Grupo 3 presentd la mayor heterogeneidad con
respecto a las procedencias de colecta; nuevamente la accesion SL02 se separé del resto

de las accesiones.
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Figura 3.3. Dispersion de 28 accesiones Americanas de Jatropha curcas L., sefialando

las primeras dos coordenadas principales para los métodos AP-PCR y DAMD.

Se formaron dos grupos a una distancia de 0.43 y la accesion SL0O2 se observé como una
accesion independiente (Figura 3.4); En el primer grupo se ubicé la menor cantidad de

accesiones (9), pero presentdé gran heterogeneidad en cuanto a las procedencias
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geograficas y distancia genética. En el segundo grupo, se formaron dos subgrupos (lIA 'y
[IB), donde destaco el grupo 1IB que, agrup6 al 75% de las accesiones procedentes de
Chiapas, en un rango de distancia entre 0.71 a 0.86, se observo similitud entre
accesiones procedentes de Chiapas. La accesion SL02 se separd del resto de las

accesiones evaluadas a una distancia de 0.4.

Un analisis de diversidad y relaciones genéticas en J. curcas hechas en China usando
ISSRs, revel6 diferencias entre regiones geograficas, pero baja diversidad general. En
dicho estudio también encontraron que en regiones con menor cantidad de individuos, la
diversidad fue alta, lo que fue atribuido al movimiento de germoplasma [58]. En India dos
estudios realizados con ISSR y DAMD revelaron resultados similares con respecto a la
relacion genética, sefialando rangos de similitud con el coeficiente de Jaccard entre 0.65 -
0.93 y 0.51 - 0.095, respectivamente, lo que separd a las accesiones en dos grupos, sin
observar tendencias que sefalaran coincidencias entre las procedencias de colecta [106,
109]. Por su parte en Brasil [110], al usar RAPDs y SSR, en una extensa coleccion de J.
curcas (192 accesiones), se reportaron valores del coeficiente de similitud de Jaccard

entre 0.14 - 1.00, con un promedio de 0.89, lo que indica baja diversidad genética.

En contraste con los resultados anteriores, el presente estudio mostré para los métodos
SPAR valores de similitud con el coeficiente de Dice de 0.39 - 0.86, por lo que es posible
sefalar la presencia de una alta diversidad entre las accesiones Americanas, en contraste
con las de India y Brasil. En el estudio realizado sobre accesiones Mexicanas usando
AFLP, el rango de similitud con el coeficiente de Dice fue de 0.54 - 0.99, lo que indica alta
diversidad entre las accesiones distribuidas en México, similar a lo encontrado en nuestro
estudio, situacion que se esperaria en el centro de origen de la especie [35, 34], por lo
gue nuestros resultados apoyan la hipétesis de América como centro de origen de la

especie.

El ordenamiento de accesiones de J. curcas procedentes de nueve estados de México,
reportado por Pecina-Quintero et al., con marcadores AFLP [35], sefial6 la afinidad de las

accesiones del estado de Chiapas con respecto a la regién geografica de procedencia.
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Figura 3.4. Dendograma UPGMA basado en el coeficiente de similaridad de Dice presentando las relaciones genéticas entre
28 accesiones American de Jatropha curcas L. usando marcadores AP-PCR y DAMD.
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En el presente trabajo, los SPAR utilizados, especialmente los AP-PCR, revelaron
afinidad entre accesiones provenientes de Chiapas y las separaron en un grupo, del resto

de las accesiones de otras procedencias.

Este resultado coincide con lo sefialado anteriormente [35], donde se apunta al estado de
Chiapas como el posible centro de dispersion de la especie, ya que accesiones de esta
procedencia presentaron las mayores semejanzas genéticas y algunas de ellas similitudes
genéticas con accesiones procedentes de Tabasco, un estado contiguo a Chiapas. Por
otra parte, en el presente estudio, las accesiones de Chiapas, que tuvieron la mayor
similitud genética, se relacionaron con accesiones procedentes de Sur América y Centro
América, apuntando a un posible movimiento de germoplasma de Chiapas, México, hacia

el resto de América.

También entre accesiones procedentes del estado de Yucatan (Sureste de México), se
observd amplia diversidad genética, y se encontré cierto grado de relacion genética entre

este grupo y las accesiones procedentes de Centro y Sur América.

En los registros del herbario y fibroteca “U na jiil tikin” del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, para J. curcas en la Peninsula de Yucatan, que comprende los
estados de Campeche, Quintana Roo y Yucatén, se sefiala una escasa distribucion de la
especie para los estados de Campeche y Quintana Roo, y una amplia distribucién dentro
del estado de Yucatan, contrastando con la dispersion del J. gaumeri (especie endémica
de la Peninsula de Yucatdn) que esta presente en los tres estados. Esto nos permite
suponer la participacion antropogénica en el movimiento de germoplasma hacia la
Peninsula de Yucatan, principalmente al estado de Yucatan, desde diferentes puntos de
México, situacidbn que quiza sea compartida con el resto de América. Lo cual nos
permitiria explicar las relaciones genéticas entre las accesiones evaluadas; dicha
evidencia apunta a la posibilidad de encontrar accesiones adaptadas a las peculiares
condiciones climéticas y edaficas de la Peninsula de Yucatan, con fines de uso comercial

para la produccion de aceite.

El estudio realizado por Sudheer y Reddy respecto a las rutas de dispersién de J. curcas,
sefiala a México y Centroamérica como el punto de origen [37], los resultados

presentados en este estudio dan bases para suponer que México y especificamente el
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estado de Chiapas, podria ser el centro de dispersion de la especie en América, ya que
en cada grupo observado tanto en el dendograma como en el diagrama PCoA, se
aprecian grandes semejanzas entre perfiles genéticos de accesiones provenientes de
Chiapas y mayor similitud entre las accesiones de Chiapas y Tabasco, estados que
comparten fronteras. Las relaciones genéticas entre los perfiles de accesiones
procedentes de Centro y Sur América nos permiten suponer movimientos de
germoplasma de Chiapas, hacia el interior de México y el area mesoamericana,
extendiéndose hasta Brasil y no en sentido opuesto, ya que en este Ultimo pais la

diversidad genética reportada fue muy baja [110].

Estos resultados sefalan la gran diversidad de la especie en México y la posibilidad de
encontrar individuos, con gran potencial para su uso como cultivo energético en la
produccion de aceite para biodiesel. El estado de Yucatan, al presentar confluencia de
germoplasma de diferentes procedencias, brinda una amplia gama de oportunidades en la
basqueda y exploracion de germoplasma de J. curcas. Esta busqueda podria ser
sustentada con andlisis moleculares utilizando los métodos SPAR, que demostraron su
utilidad al revelar mayor informacién relacionada con la especie, ademas de sus ventajas,
sobre otros marcadores, ya mencionados. Los perfiles genéticos que se generarian serian
muy Utiles para la seleccibn de germoplasma con fines de conformar colecciones o
evaluar la diversidad y representatividad de éstas, asi como la seleccion de genotipos

para trabajos de mejoramiento.

3.3 Analisis de la diversidad genética y el potencial de Jatropha curcas L. como

cultivo energético

Jatropha curcas L. a nivel mundial y a pesar de los resultados negativos reportados por el
gobierno de Chiapas en el establecimiento comercial de la especie [61] en México, es aln
considerada como una especie con potencial para la produccion de biocombustibles
liguidos, siendo su principal finalidad la produccion comercial de aceite como materia
prima para la elaboracion de biodiesel. Se propone para este finalidad una planta de porte
bajo (con respecto a la altura de la planta y la amplitud del dosel) [69], de alta
productividad de fruto y semilla, que permita mayor densidad de siembra por superficie,

evitando incrementar costos por la recolecciébn de frutos e incrementar directa e
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indirectamente el rendimiento de aceite; es por ello que se contrastd la diversidad
genética con dichos caracteres, esperando observar accesiones que presentaran las
cualidades antes mencionadas (en porte y rendimiento), permitiendo de esta manera
separar grupos genéticamente diferentes con caracteres deseables, lo que seria la base
para tomar decisiones relacionadas con estrategias para el mejoramiento genético de la

especie.

Los resultados del ANOVA realizado entre 30 accesiones de J. curcas se muestran en la
Tabla 3.8. Se observaron diferencias altamente significativas para todos los caracteres
evaluados; con respecto a los coeficientes de variacion (CV) obtenidos, podemos sefialar
diferencias en todos los caracteres, las mayores diferencias se presentaron en caracteres
de rendimiento y asociados al rendimiento: rendimiento de semilla (85.53%), NUumero de
ramas principales, Numero de racimos frutales (59.10%) y Numero de frutos por racimo
(69.45%); las menores diferencias se observaron en los caracteres Forma del fruto,
Volumen de la semilla y Peso de 100 semillas con CV de 6.73%, 9.75% y 9.60%,

respectivamente.

Tabla 3.8. Resultados del andlisis de varianza realizados a 30 accesiones de Jatropha

curcas L. sefialando los cuadrados medios, el error y el CV.

Cuadrados medios

Carécter CV (%)
Genotipo Error

Altura de la planta 0.03" 3E3 20.45
Amplitud del dosel 0.07" 0.01 33.62
Diametro del tallo 0.05" 0.01 23.90
NUm. de ramas principales 0.06™ 0.01 29.53
NUm. de racimos frutales 0.24" 0.03 59.10
NUm. de frutos por racimo 0.36" 0.05 69.45
Forma del fruto 0.002” 454 6.73
Volumen de la semilla 0.01" 454 9.75
Peso de 100 semillas 0.01" 8E> 9.60
Rendimiento de semilla 057" 0.05 85.53

*P <0.05; ** P <0.01; CV = coeficiente de variacion
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Los resultados del presente trabajo nos revelan una diversidad amplia entre las
accesiones evaluadas, en contraste con reportes de la especie en paises de Asia y el
Caribe ya que, en Malasia e India se reportan para el caricter rendimiento de semilla, CV
de 26.05% y 10.32%, respectivamente [50, 49], y en este trabajo se encontré6 un CV de
85%.

Machado [48], en Cuba, a través del Analisis de Componentes Principales, reportd alta
variacidbn en caracteres relacionados con el porte y altura de planta, estructura de
ramificacion y el rendimiento de semilla, caracteres que en nuestro trabajo también

tuvieron valores de CV altos (20-30%).

El andlisis SIMPROF sefala en el dendograma la formacion de 10 grupos y dos
accesiones libres (CH3 y YC4), el grupo IV presenté la mayor similitud, concentrando
cinco accesiones (CH1, CH2, CH4, TB3 y I1) entre un rango de 46 a 56. En la formacion
de grupos se aprecio relaciobn con respecto a la procedencia, y se observé que
accesiones colectadas en México se agruparon entre si (I, Il, VI, VIII, IX); un patrén similar

se observo entre accesiones colectadas en Centro y Sur américa (Figura 3.5).

Al contrastar los agrupamientos observados en el dendograma de la Figura 3.5 (un total
de 10 grupos, de | a X, y las dos accesiones independientes) con los caracteres Altura de
la planta y Amplitud del dosel, asociados al porte de la planta y el caracter Rendimiento de
semilla, se pretendi6 representar y buscar patrones de diversidad asociados con porte
bajo (menores de 2 m de alto y ancho) y con rendimientos de semilla superiores a los 300

Kg/ha; esto se presenta en la Figura 3.6.

Al contrastar los caracteres Altura de la planta y Amplitud de dosel con la diversidad
genética revelada (Figura 3.6a), se observd, entre las 30 accesiones, que los caracteres
de altura y amplitud de la planta no se relacionan entre si; un pequefio grupo de
accesiones presentd alturas y amplitudes menores a 2 metros, pero solamente las
accesiones S1 y S2 cubrieron ambos requisitos, ademas de presentar la misma area de

procedencia (El Salvador) y conformaron el grupo C7 (Figura 3.6a).
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El contraste de la diversidad genética y el caracter rendimiento de semilla nos permitio
observar gran disparidad en el rendimiento de semilla entre accesiones, en su mayoria el
rendimiento fue inferior a 200 Kg/ha (Figura 3.6b).
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Figura 3.5. UPGMA que sefiala el ordenamiento entre 30 accesiones americanas de
Jatropha curcas L. basado en la diversidad genética revelada mediante caracteres

morfoloégicos y moleculares usando tres métodos SPAR.

Solamente las accesiones TB2, CH7, TB1 y B3 presentaron valores superiores a 300 kg
de semilla por ha, las tres primeras presentaron similitudes genéticas al encontrarse en el

grupo C10 y la accesion B3 se localizé en el grupo C12 (Figura 3.6b).

No se observaron accesiones con rendimientos altos (> 300 Kg/ha) y de porte bajo (altura
de la planta y amplitud de dosel < 2 metros), en un mismo grupo, por lo que estos

resultados evidenciaron diferencias genéticas entre accesiones y nos permitieron formar
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Figura 3.6. Contraste entre la diversidad genética de 30 accesiones de Jatropha

curcas L. con respecto a los caracteres altura de planta, amplitud de la copa (@) y

rendimiento de semilla (b).
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Los resultados anteriores nos permiten sefialar dos aspectos que se derivan del presente
estudio, el primero es el amplio margen exhibido entre accesiones con respecto a los
valores para un mismo caracter, lo cual puede traducirse en alta diversidad; para México y
Ameérica, la zona geografica de estudio, es posible atribuir esta diversidad a que es el

posible centro de origen de la especie [34].

El segundo punto sefiala la escasa correspondencia en el ordenamiento de accesiones
con respecto a su procedencia de colecta, lo que nos permite suponer movimiento de
germoplasma con participacion antropogénica. Esta hipétesis es soportada por los
resultados de Maghuly et al. [111], que al evaluar accesiones provenientes de tres
continentes observo traslape entre accesiones con respecto al origen del material
evaluado y los resultados de Sudheer y Reddy [37] que evidencian, a nivel de ADN, el

movimiento de germoplasma de América hacia el resto del mundo.

En India se reportaron amplias diferencias en J. curcas con respecto al caracter contenido
de aceite, con valores entre 15 - 42%, dentro y entre regiones ecoldgicas en plantas
silvestres [112]. Con los argumentos anteriores podemos hipotetizar que las diferencias
son el reflejo de la diversidad en las areas de procedencia (origen). En el estado de
Chiapas se reportan individuos silvestres [113] y la variacién reportada es reflejo de la
amplia diversidad de la especie en México, a diferencia de las areas donde la especie ha

sido introducida, presentando un fondo genético pobre [114].

La diversidad reportada en este estudio es grande, ya que, se observaron rangos amplios
entre los valores que representan un caracter de interés. No obstante, en pocas
accesiones, se observaron valores deseables para un caracter. Sin embargo, el potencial
genético del germoplasma en América brinda la oportunidad para direccionar éste en el
proceso de domesticacion; el cual como sefiala Achten et al., es un proceso necesario

para aprovechar el potencial de la especie [115].

El mejoramiento genético tradicional, es una estrategia efectiva para potenciar y dirigir la
seleccion de caracteres en cultivos vegetales, que segun los reportes de Purwati et al.
[116], han presentado resultados en Jatropha, incrementando el rendimiento de semilla y

el contenido de aceite con respecto a la media de 435 accesiones, asi como la estabilidad
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en el rendimiento de los genotipos probados en tres ambientes, por lo que se sugiere

como parte de una estrategia integral.
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CONCLUSIONES

Se encontrd una alta variabilidad genética entre las accesiones americanas de J.
curcas estudiadas.

La variacion observada entre accesiones se debe principalmente al genotipo, ya
gque se determind una baja influencia del ambiente sobre los caracteres evaluados.
Las similitudes fenotipicas entre las accesiones de una misma procedencia
pueden relacionarse con barreras geogréficas y las similitudes entre accesiones
de procedencias diferentes, con el movimiento de germoplasma con participacion
antropogeénica.

Los tres métodos SPAR (AP-PCR, ISSR y DAMD), usados para determinar
variacion y relaciones genéticas entre accesiones americanas de J. curcas
resultaron eficientes al revelar altos niveles de polimorfismo y diversidad genética.

Los iniciadores AP-PCR resultaron una herramienta confiable y con alto poder
resolutivo para el estudio de la diversidad genética de Jatropha.

El andlisis molecular proporciond evidencias que sustentan a México como centro
de origen de J. curcas y sefalan a Chiapas, México como el posible centro de
dispersion hacia el resto de América.

Es posible encontrar caracteres de interés que permitan el aprovechamiento de J.
curcas como cultivo energético, aunque se necesita un trabajo intenso de
mejoramiento para generar una variedad que bajo un sistema de produccién

extensiva, como el monocultivo, permita la sostenibilidad econémica del mismo.
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PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos, se recomienda implementar una estrategia para el
mejoramiento genético de J. curcas a fin de obtener variedades con genotipos que tengan
las mejores caracteristicas a fin de ser utilizados en la produccion intensiva de aceite para
biodiesel.

Se sugiere evaluar los marcadores utilizados y nuevos marcadores tipo DAMD y AP-PCR

para su aplicacion en estrategias de mejoramiento genético asistida por marcadores
moleculares en J. curcas.
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ANEXO A

A. Analisis de varianza para 12 caracteres utilizados en la evaluacién de diversidad y
contraste en 30 accesiones de Jatropha curcas L.

Fuente fje oL CM

variacion PH CD CB NPB NFB NFR
Accesion 29 0.03 0.05 0.07 0.06 0.24 0.36
Error 137 3.95% 0.01 0.01 0.01 0.03 0.05
CV (%) 2.58 8.56 4.44 19.41 27.34 20.57

PH: altura de planta; CD: diametro del tallo; CB: amplitud del dosel; NPB: nimero de ramas; NFB: nimero de frutos por

rama; NFC: nimero de frutos por racimo.

A. Continuacion...

Fuente de oL CM

variacion FL FB FF SV HSW oY
Accesion 29 0.0046 0.0035 0.0025 0.01 0.01 0.57
Error 137 0.0022 0.0025 0.0047 4.0%* 8.65° 0.05
CV (%) 9.25 10.95 40.95 1.93 0.48 10.63

FL: largo del fruto; FB: ancho del fruto; FF: forma del fruto; SV: volumen de semilla; HSW: peso de 100 semillas; OY:

rendimiento de aceite.
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ANEXO B

B1l. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter altura de la planta en
30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos

S03 2.29 6 0.03 A

SLO02 2.29 6 0.03 A

MYCO02 2.29 4 0.03 A

MYT10 2.31 6 0.03 A B

S01 2.31 6 0.03 A B

MCT10 2.34 6 0.03 A B C

MYGO03 2.36 6 0.03 A B C D

MYGO04 2.37 6 0.03 A B C D

BO5 2.40 6 0.03 A B C D E
MYPO06 2.40 6 0.03 A B C D E
MXTB105 2.41 6 0.03 A B C D E F
MCEO06 2.42 6 0.03 A B C D E F
BR02 2.42 6 0.03 A B C D E F
MXVRO01 2.42 6 0.03 A B C D E F
MYO01 2.42 6 0.03 A B C D E F
BO3 2.43 6 0.03 A B C D E F
INO1 2.44 6 0.03 A B C D E F
MXCH107 2.45 6 0.03 B C D E F
MXCHO003 2.46 6 0.03 C D E F
MCTO09 2.47 6 0.03 C D E F
MXCHO001 2.47 6 0.03 C D E F
HO02 2.48 6 0.03 C D E F
MXCHO002 2.48 6 0.03 C D E F
MXCH211 2.48 2 0.04 C D E F
MXCHO004 2.49 6 0.03 C D E F
GO01 2.49 4 0.03 C D E F
MXYC105 2.50 1 0.06 D E F
BRO1 2.50 6 0.03 D E F
BRO4 2.55 6 0.03 E F
MXCH208 2.56 6 0.03 F

Medias con letra comin no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B2. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter diametro del tallo en 30 accesiones
de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos

S03 0.71 6 0.03 A

SLO2 0.73 6 0.03 A B

MYCO02 0.82 4 0.04 A B C

MYGO04 0.82 6 0.03 A B C D

S01 0.83 6 0.03 A B C D

MYT10 0.83 6 0.03 A B C D

MXYCO001 0.84 6 0.03 A B C D E

MCT10 0.86 6 0.03 A B C D E F

MYGO03 0.87 6 0.03 A B C D E F G
MXVRO01 0.89 6 0.03 A B C D E F G H
MYPO06 0.90 6 0.03 A B C D E F G H
BRO2 0.91 6 0.03 B C D E F G H
INO1 0.91 6 0.03 B C D E F G H
MXTB105 0.92 6 0.03 B C D E F G H
MCTO09 0.92 6 0.03 C D E F G H
BO3 0.93 6 0.03 C D E F G H
BRO1 0.95 6 0.03 C D E F G H
HO02 0.96 6 0.03 C D E F G H
BO5 0.97 6 0.03 C D E F G H
MXYC105 0.98 1 0.08 C D E F G H
MXCHO002 0.98 6 0.03 C D E F G H
BR0O4 0.98 6 0.03 C D E F G H
MXCH208 1.00 6 0.03 C D E F G H
MXCHO003 1.01 6 0.03 C D E F G H
MXCHO004 1.01 6 0.03 D E F G H
MXCHO001 1.01 6 0.03 D E F G H
GO01 1.02 4 0.04 E F G H
MCEO06 1.04 6 0.03 F G H
MXCH107 1.06 6 0.03 G H
MXCH211 1.08 2 0.06 H

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B3. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter amplitud de la copa en 30

accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos

MXVRO01 2.20 6 0.04 A

S03 2.20 6 0.04 A B

MYGO04 2.21 6 0.04 A B C

MYO1 2.23 6 0.04 A B C

SLO2 2.23 6 0.04 A B C

MYPO06 2.27 6 0.04 A B C D

S01 2.30 6 0.04 A B C D E

BO5 2.31 6 0.04 A B C D E F
MCT10 2.31 6 0.04 A B C D E F
MYGO03 2.32 6 0.04 A B C D E F
MYCO02 2.35 4 0.05 A B C D E F
BRO2 2.37 6 0.04 A B C D E F

GO01 2.38 4 0.05 A B C D E F

HO02 2.38 6 0.04 A B C D E F
MYT10 2.38 6 0.04 A B C D E F
MXTB105 2.39 6 0.04 A B C D E F G
BRO1 2.40 6 0.04 A B C D E F G
BO3 2.40 6 0.04 A B C D E F G
MCEO06 2.44 6 0.04 A B C D E F G
MXCH208 2.44 6 0.04 A B C D E F G
MXYC105 2.45 1 0.11 A B C D E F G
BR0O4 2.45 6 0.04 A B C D E F G
INO1 2.46 6 0.04 A B C D E F G
MXCHO001 2.46 6 0.04 B C D E F G
MCTO09 2.47 6 0.04 C D E F G
MXCHO002 2.52 6 0.04 D E F G
MXCHO003 2.55 6 0.04 E F G
MXTB107 2.55 6 0.04 E F G
MXCH211 2.55 2 0.07 F G
MXCHO004 2.64 6 0.04 G

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B4. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter nimero de ramas
principales en 30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos
INO1 0.25 6 0.04 A
MXYC105 0.30 1 0.09 A B
MXCH211 0.30 2 0.06 A B
BRO1 0.31 6 0.04 A B
MXCHO002 0.33 6 0.04 A B C
BRO4 0.33 6 0.04 A B C
S01 0.36 6 0.04 A B C D
SLO02 0.39 6 0.04 A B C D E
MXCH208 0.39 6 0.04 A B C D E
HO02 0.39 6 0.04 A B C D E
MXCH107 0.42 6 0.04 A B C D E F
MXCHO001 0.42 6 0.04 A B C D E F
S03 0.42 6 0.04 A B C D E F
MXYCO001 0.45 6 0.04 A B C D E F G
MXCHO003 0.45 6 0.04 A B C D E F G
MXCHO004 0.45 6 0.04 A B C D E F G
MXVRO01 0.46 6 0.04 A B C D E F G
MYCO02 0.48 4 0.04 B C D E F G
MCTO09 0.49 6 0.04 B C D E F G
MYGO04 0.50 6 0.04 B C D E F G
MYPO06 0.52 6 0.04 B C D E F G
MYGO03 0.52 6 0.04 B C D E F G
GO01 0.54 4 0.04 C D E F G
MXTB105 0.56 6 0.04 D E F G
BO5 0.58 6 0.04 D E F G
MCEO06 0.59 6 0.04 E F G
MYT10 0.60 6 0.04 E F G
MCT10 0.60 6 0.04 E F G
BR02 0.63 6 0.04 F G
BO3 0.65 6 0.04 G

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B5. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter nimero de racimos
frutales en 30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos
BRO4 0.13 6 0.07 A
MYCO02 0.19 4 0.09 A B
MXCH211 0.30 2 0.13 A B C
S03 0.31 6 0.07 A B C
BRO1 0.44 4 0.09 A B C D
SLO2 0.47 6 0.07 A B C D
MYGO04 0.49 6 0.07 A B C D E
MXCHO002 0.50 6 0.07 A B C D E
BR02 0.50 6 0.07 A B C D E
S01 0.54 6 0.07 A B C D E
MYGO03 0.56 6 0.07 A B C D E
MXYC105 0.60 1 0.18 B C D E F
MCTO09 0.61 6 0.07 B C D E F
MXCHO001 0.65 6 0.07 C D E F
MXCH208 0.66 6 0.07 C D E F
MXYCO001 0.67 6 0.07 C D E F
MXCHO003 0.69 6 0.07 C D E F
MYT10 0.72 6 0.07 C D E F
MXTB105 0.73 6 0.07 C D E F
BO5 0.75 6 0.07 D E F
Go1 0.78 4 0.09 D E F
BO3 0.78 6 0.07 D E F
MYPO06 0.79 6 0.07 D E F
HO02 0.83 6 0.07 D E F
MXVRO01 0.83 6 0.07 D E F
INO1 0.83 6 0.07 D E F
MXCH107 0.87 6 0.07 D E F
MXCHO004 0.87 6 0.07 D E F
MCT10 0.91 6 0.07 E F
MCEO06 1.01 6 0.07 F

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B6. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter nimero de frutos por
racimo en 30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos

BRO4 0.31 6 0.09 A

MYCO02 0.48 4 0.11 A B

MXCH211 0.65 2 0.15 A B C

MXCHO002 0.68 6 0.09 A B C D

BRO1 0.72 4 0.11 A B C D E

MYGO04 0.85 6 0.09 B C D E F
MXCH208 0.87 6 0.09 B C D E F
BR02 0.90 6 0.09 B C D E F

S03 0.91 6 0.09 B C D E F
MXCHO003 0.92 6 0.09 B C D E F G
MXCHO001 0.92 6 0.09 B C D E F G
S01 0.94 6 0.09 B C D E F G
GO01 0.99 4 0.11 B C D E F G
SLO2 1.03 6 0.09 C D E F G
MYGO03 1.07 6 0.09 C D E F G
MXYCO001 1.07 6 0.09 C D E F G
MXCHO004 1.12 6 0.09 C D E F G
MXYC105 1.15 1 0.21 C D E F G
BO5 1.18 6 0.09 D E F G
MCTO09 1.18 6 0.09 D E F G
BO3 1.19 6 0.09 D E F G
HO02 1.19 6 0.09 D E F G
MXVRO01 1.19 6 0.09 D E F G
MYT10 1.23 6 0.09 E F G
MXCH107 1.25 6 0.09 F G
MXTB105 1.27 6 0.09 F G
INO1 1.28 6 0.09 F G
MYPO06 1.31 6 0.09 F G
MCT10 1.33 6 0.09 F G
MCEO06 1.44 6 0.09 G

Medias con letra comin no son significativamente diferentes (p>0.05).

79



B7. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter largo del fruto en 30
accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias Error Grupos
MXTB105 0.45 0.02 A

GO01 0.46 0.02 A B
HO02 0.46 0.02 A B
MXYCO001 0.47 0.02 A B
MYCO02 0.47 0.02 A B
MYGO03 0.47 0.02 A B
MXVRO01 0.47 0.02 A B
MCEO06 0.48 0.02 A B
SLO2 0.48 0.02 A B
S03 0.49 0.02 A B
INO1 0.50 0.02 A B
MXCHO003 0.50 0.02 A B
MCTO09 0.51 0.02 A B
MXCH107 0.51 0.02 A B
MXCHO004 0.51 0.02 A B
MXCHO002 0.51 0.02 A B
BO3 0.51 0.02 A B
BRO1 0.51 0.02 A B
BO5 0.52 0.02 A B
MYPO06 0.52 0.02 A B
MYGO04 0.52 0.02 A B
BRO02 0.52 0.02 A B
S01 0.52 0.02 A B
MXCHO001 0.53 0.02 A B
BRO4 0.54 0.02 A B
MCT10 0.54 0.02 A B
MXCH208 0.54 0.02 A B
MXCH211 0.55 0.03 A B
MYT10 0.56 0.02 A B
MXYC105 0.57 0.05 B

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B8. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter ancho del fruto en
30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos
MYCO02 0.40 4 0.02 A

MYGO03 0.41 6 0.02 A

MXYCO001 0.42 6 0.02 A

HO02 0.42 6 0.02 A

MYPO06 0.43 6 0.02 A B
GO01 0.43 4 0.02 A B
MXCHO003 0.43 6 0.02 A B
MXTB105 0.43 6 0.02 A B
SLO2 0.44 6 0.02 A B
MCEO06 0.44 6 0.02 A B
S03 0.44 6 0.02 A B
MYGO04 0.45 6 0.02 A B
MCTO09 0.45 6 0.02 A B
MXCHO004 0.45 6 0.02 A B
BRO1 0.45 6 0.02 A B
MYT10 0.46 6 0.02 A B
MXCH208 0.46 6 0.02 A B
MXCHO002 0.46 6 0.02 A B
MXVRO01 0.46 6 0.02 A B
MXCHO001 0.46 6 0.02 A B
INO1 0.46 6 0.02 A B
MXCH107 0.47 6 0.02 A B
BRO4 0.47 6 0.02 A B
BR02 0.47 6 0.02 A B
MXCH211 0.47 2 0.04 A B
BO3 0.48 6 0.02 A B
BO5 0.48 6 0.02 A B
S01 0.48 6 0.02 A B
MCT10 0.50 6 0.02 A B
MXYC105 0.54 1 0.05 B

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B9. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter forma del fruto
en 30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias N Error Grupos

MXVRO01 0.01 6 0.01 A

MXTB105 0.02 6 0.01 A B

MXYC105 0.03 1 0.02 A B

Go1 0.03 4 0.01 A B

BO5 0.03 6 0.01 A B C

BO3 0.03 6 0.01 A B C

MCT10 0.04 6 0.01 A B C

MXCH107 0.04 6 0.01 A B C

INO1 0.04 6 0.01 A B C

MCEO06 0.04 6 0.01 A B C

HO02 0.04 6 0.01 A B C D

S01 0.04 6 0.01 A B C D

SLO2 0.04 6 0.01 A B C D
BR02 0.05 6 0.01 A B C D
MXYCO001 0.05 6 0.01 A B C D

S03 0.05 6 0.01 A B C D
MXCHO002 0.05 6 0.01 A B C D E
MCTO09 0.06 6 0.01 A B C D E
MXCHO004 0.06 6 0.01 A B C D E
BRO1 0.06 6 0.01 A B C D E
MYGO03 0.06 6 0.01 A B C D E
MXCHO001 0.06 6 0.01 B C D E
MYGO04 0.07 6 0.01 B C D E
BRO4 0.07 6 0.01 B C D E
MYCO02 0.07 4 0.01 B C D E
MXCHO003 0.07 6 0.01 B C D E
MXCH211 0.08 2 0.02 B C D E
MXCH208 0.08 6 0.01 C D E
MYPO06 0.09 6 0.01 D E
MYT10 0.11 6 0.01 E

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B10. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter volumen de la semilla en

30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos

MYPO06 0.94 6 001 A

SLO2 0.96 6 001 A B

S03 0.97 6 001 A B C

MYT10 0.97 6 001 A B C D

BRO4 0.99 6 0.01 B C D E

HO02 0.99 6 0.01 B C D E F

MYGO04 0.99 6 0.01 B C D E F

MXVRO01 1.00 6 0.01 C D E F G

MYGO03 1.01 6 0.01 D E F G H

MXYC105 1.02 6 0.01 E F G H

INO1 1.03 6 0.01 F G H J
MXCH211 1.03 6 0.01 F G H J

MCT10 1.04 6 0.01 G H J K
BRO1 1.04 6 0.01 G H J K
MXTB105 1.05 6 0.01 H J K L
MCEO06 1.05 6 0.01 H J K L
MXCH208 1.05 6 0.01 H J K L
MXCHO001 1.05 6 0.01 H J K L
MXCHO002 1.05 6 0.01 H J K L
MXCHO003 1.05 6 0.01 H J K L
MYCO02 1.05 6 0.01 J K L
Go1 1.06 6 0.01 J K L
MCTO09 1.06 6 0.01 J K L
BR02 1.06 6 0.01 J K L
MXCH107 1.07 6 0.01 J K L
MXYCO001 1.07 6 0.01 J K L
MXCHO004 1.07 6 0.01 J K L
BO3 1.08 6 0.01 K L
BO5 1.08 6 0.01 K L
S01 1.09 6 0.01 L

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B11l. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter peso de 100 semillas en

30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos

MYPO06 1.82 3 001 A

MXVRO01 1.82 3 001 A

MYT10 1.83 3 001 A B

SLO2 1.84 3 001 A B

S03 1.85 3 001 A B C

MYGO04 1.86 3 0.01 B C

BRO4 1.88 3 0.01 C D

BRO1 1.89 3 0.01 D E

MYGO03 1.90 3 0.01 D E F

HO02 1.90 3 0.01 D E F

INO1 1.90 3 0.01 D E F G

MXYC105 191 3 0.01 E F G H

MYCO02 1.92 3 0.01 E F G H

MXCH208 1.92 3 0.01 E F G H J
MCTO09 1.92 3 0.01 E F G H J

Go1 1.92 3 0.01 F G H J K
MXCH211 1.93 3 0.01 G H J K L
MCEO06 1.93 3 0.01 G H J K L
MCT10 1.93 3 0.01 H J K L
MYO01 1.94 3 0.01 J K L
MXCHO004 1.94 3 0.01 J K L
BO3 1.95 3 0.01 J K L
MXCHO003 1.95 3 0.01 J K L
MXCHO001 1.95 3 0.01 J K L
MXCH107 1.95 3 0.01 K L
BO5 1.95 3 0.01 L
S01 1.95 3 0.01 L
MXTB105 1.95 3 0.01 L
MXCHO002 1.96 3 0.01 L
BRO02 1.96 3 0.01 L

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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B12. Resultados de la comparacion de medias realizada al caracter rendimiento de semilla
en 30 accesiones de Jatropha curcas L. usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

Accesion Medias n Error Grupos

BRO4 1.22 6 0.09 A

MYCO02 1.57 4 0.11 A B

MXCH211 1.58 2 0.16 A B

BRO1 1.63 4 0.11 A B C

MXCHO002 1.67 6 0.09 A B C D

MXCH208 1.88 6 0.09 B C D E

S03 1.88 6 0.09 B C D E

MYGO04 191 6 0.09 B C D E

S01 1.95 6 0.09 B C D E F

SLO2 1.96 6 0.09 B C D E F
MXCHO001 1.99 6 0.09 B C D E F
MXCHO003 2.02 6 0.09 B C D E F G
MXYC105 2.06 1 0.22 B C D E F G
INO1 2.14 6 0.09 C D E F G H
GO01 2.15 4 0.11 C D E F G H
MXYCO001 2.16 6 0.09 C D E F G H
HO02 2.17 6 0.09 C D E F G H
MXVRO01 2.17 6 0.09 C D E F G H
MYGO03 2.18 6 0.09 D E F G H
BRO02 2.19 6 0.09 D E F G H
MXCHO004 2.21 6 0.09 D E F G H
MCTO09 2.29 6 0.09 E F G H
MXCH107 2.32 6 0.09 E F G H
MYPO06 2.34 6 0.09 E F G H
MYT10 2.35 6 0.09 E F G H
BO5 241 6 0.09 E F G H
MXTB105 2.48 6 0.09 F G H
BO3 2.48 6 0.09 F G H
MCT10 2.56 6 0.09 G H
MCEO06 2.66 6 0.09 H

Medias con letra com(n no son significativamente diferentes (p>0.05).
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ANEXO C

Assessment of phenotypic diversity and agronomic contrast in American

accessions of Jatropha curcas L.
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This study was conducted to determine the genetic variation and relationships between American acces-
sions of Jatropha curcas from different origins. The accessions from El Salvador showed the lowest plant
proportions, while two of the Mexican accessions (MCT10 and MCE06) showed the highest values in oil
yield. The principal component analysis explained 75.99% of the total variation in three components.
Repeatability analysis showed a low effect of the environment on the characters associated with oil
yield (R=0.99), 100-seed weight (R=0.98) and seed volume (R=0.97), indicating a high level of diversity
among accessions and the feasibility of finding desirable characters in each collection, while offering
useful information for the selection of parental plants for use in crop improvement programs.

© 2015 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

In the search for alternative sources for the production of com-
bustible liquids, Jatropha curcas L. (JCL), represents a promising
species to substitute fossil diesel (Ashwani and Sharma, 2008;
Pandey et al., 2012). The Jatropha methyl ester produced at lab scale
shows encouraging results, provided that materials are available
with high seed yield (5-10 ton ha-1), adapted to regional condi-
tions and which require a minimum use of agricultural inputs, since
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the main obstacle is the production cost of the crop (Cheng-Yuan
et al., 2012; Vimal et al., 2012); this is the importance of assessing
regional accessions.

In other regions of the planet, several studies have been con-
ducted to determine the morphological and genetic variability
associated with JCL, in order to identify outstanding genotypes
for improvement programs or for yield testing at a commercial
level. In Africa and India, evaluations have been carried out on
seed attributes such as oil content and morphological differences
(Kaushik et al., 2007; Diop et al., 2012), morphological variation
of the plant, oil yield and oil composition (Wani et al., 2012),
while in Malaysia studies were conducted to determine the level
of genetic variation, the association between variables by morpho-
logical qualities and yield (Shabanimofrad et al., 2013). The aim of
this study was to determine the genetic variation and relationships
between accessions of JCL from different geographical regions of
Mexico and Latin America, under climate and soil conditions of the
eastern region of the state of Yucatan, Mexico.
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Table 1
Accessions of Jatropha curcas L. evaluated in Yucatan, Mexico and collection sites.

Accession Country State/Province Latitude Longitude

B0O5 Brazil Piaui 8°14' 0.00"S 43° 06’ 0.00" W
B03 Brazil Piaui 8°14' 0.00"S 43° 06’ 0.00" W
S03 El Salvador Chalatenango  14°34' 16.16"N  89° 10’ 43.55" W
SO01 El Salvador Chalatenango  14° 34’ 16.16"N  89° 10’ 43.55" W
GO1 Guatemala Zacapa 15°04' 42.53"N  89° 26’ 11.01" W
HO02 Honduras  Valle 13°32'12.86"N 87°29' 6.57"W
MYT10 Mexico Yucatan 21°8'43.69"'N 88°8'58.59"W
MYPO6 Mexico Yucatan 20°43'21.00"N 89°41'8.00"W
MYO1 Mexico Yucatan 20°42'35.56"N  89°5'39.62"W
MYC02 Mexico Yucatan 21°0'28.26"N 89°38'28.31"W
MYGO03 Mexico Yucatan 20°59' 2045'N  89°37'56.01"W
MYGO04 Mexico Yucatan 20°59'20.45"N  89°37'56.01"W
MCT10 Mexico Chiapas 16°45 11.00"N  93°06'56.00"W
MCT09 Mexico Chiapas 16°45' 11.00'N  93°06'56.00"W
MCEO06 Mexico Chiapas 16°10' 55.02"N  91°58'3.80"W

2. Materials and methods

Fifteen accessions of J. curcas L. from five countries of the Amer-
ican continent were evaluated in the southeast of Mexico (Table 1),
located in the north-eastern region of the state of Yucatan (20°57’
and 21°35’ latitude North and 87°31’ and 88°16’ longitude west).

Fifteen agro-morphological characters were registered
(Table 2), to measure phenotypic expression, including char-
acters associated with yield (Sunil et al., 2013). Data collection was
carried out during the months of October and November of 2013,
in two-year-old plants on 33 vegetative clones of each accession
were generated.

The clones were collected in field and backyards in different
geographic regions and planted in a completely random design, in
spatial arrangement of two. The experimental unit was one clone
with six replicates (plants) per accession. Basic statistical parame-
ters were determined for all characters evaluated (Table 2), using
the Statgraphic plus 5.1 statistical package (Statgraphics, 1988).
To estimate diversity was used the principal components analysis
(PCA) (Ceron-Rojas and Sahagtn-Castellanos, 2005), a cluster anal-
ysis was also carried out using the UPGMA algorithm with average
taxonomic distance (Souza and Sorrells, 1991) and was validated by
the construction of a cophenetic matrix, using two-way Mantel nor-
mality statistics (Mantel, 1967); all carry out in NTSyS PC program
(Rohlf, 2008). Repeatability was calculated (Galvez, 1985).

3. Results

The values obtained for the agro-morphological characters mea-
sured showed statistical differences between the 15 accessions
(Table 2). The characters associated with the proportions of the
plant such as plant height (PH), canopy breadth (CB) and col-
lar diameter (CD), presented high values in accessions, B03, GO1,
HO02, MCEO06 and MCTO09. In the branching order, accessions B03,
GO1, MCEO6 and MYT10 presented a greater number of primary
branches (NPB) and branch structure. With respect to fruiting
capacity, accessions MCEO6, MCT10, MYPO6, HO2, BO3 and MYT10
presented high values in number of fruit clusters (NFC) and number
of fruit per branch (NFB). Regarding seed volume (SV) and 100-seed
weight (HSW); the accessions with higher values of oil yield (0Y),
were B03 and MCT10 with 50.99% and 58.05%, respectively. The
highest coefficients of variation were observed in characters related
to fruit capacity, NFB and NFC (65.65% and 57.56%, respectively) and
PPHG (56.95 cm).

The results of the principal components analysis shown that the
first four principal components explained 84.19% of the total vari-
ation. PC1 explained 35.67% of the total variation explained and
comprises four characters, of which one (CD) is associated with

plant proportions and the remainder with yield (OY, NFC and HSW);
while PC2 (22.27%) is associated with three different characters of
the plants (BO, FB and SV).

The 15 accessions were grouped by UPGMA, the Mantel test,
showed value of r=0.7.In general, adistribution associated with the
collection site can be observed; the Mexican accessions collected
in Yucatan are located together in the dendrogram, while the other
Mexican and Central American accessions grouped together in the
right half of the dendrogram. The accessions S03, SO1 and MCE06
showed their independence from the other accessions. The most
similar accessions was B05 and B03. Regarding the repeatability of
the characters, HSW and OY were found to have the highest values
(0.988 and 0.996, respectively), while the greatest environmental
effect (lowest repeatability) was found in FB and PPHG with values
of 0.672 and 0.693, respectively.

4. Discussion

Increasing population density is a strategy for crop profitabil-
ity (Behera et al., 2010), grow plants small size would a viable
strategy. On average, the accessions evaluated in this study pre-
sented short stature and a large canopy. The American accessions
presented proportions similar to those of the Malaysian accessions
(Shabanimofrad et al., 2013), but compared to the Indian acces-
sions, they showed more adequate values. It is important to note
that the accessions from El Salvador registered the shortest stature
and smallest canopy width. Generally, due to the less significant
effect of the environment on these characters, it is feasible to expect
a greater genetic gain in their improvement.

The Indian accessions registered an average of three branches
(Wani, 2012; Sunil et al., 2008), and a proportion of 5-10 fruit per
cluster, for the Malaysian accessions, an average of 2.47 fruit per
cluster was reported (Shabanimofrad et al., 2013); on average, the
American accessions evaluated herein presented better attributes
in relation to this characters, for that, it is possible to expect a
potentially higher productivity in American accessions.

The accessions under study presented an average of HSW higher
in comparison with reports in India and Malaysia with values
between 69 and 100 g and 72.5 g respectively (Kaushik et al., 2007;
Wani et al., 2012; Shabanimofrad et al., 2013); the oil content of
the American accessions registered an average of 50.52%, which
was consistent with a previous report for Mexico which indicated
an oil percentage of 25-60%, (Rodriguez-Acosta et al., 2010), while
values of 28-38% were reported for India and Malaysia (Kaushik
et al., 2007; Wani et al., 2012; Sunil et al., 2008). That characters in
the American accessions show higher values, effect of high diversity
in America.

In the values obtained from the coefficient of variation, it was
observed that plant height in the Malaysian and Indian accessions
was lower than that of the American accessions (Shabanimofrad
et al., 2013; Wani et al., 2012), while the value obtained from the
CV for seed weight in Malaysia was similar to that of the present
study. In contrast, for oil yield in Malaysia (Shabanimofrad et al.,
2013) the CV was higher than that of the American accessions. For
the remainder of the variables studied, the values obtained from the
CV were 10% higher in comparison with those of India and Malaysia.
This high variation of the American accessions, in most of the char-
acters under study, could be due to the fact that Mexico is where
the highest endemism for this genus has been reported (Steinmann,
2002), and has even been considered as the possible place of origin
(Heller, 1996).

The diversity reported in India using PCA was 75.8% in four prin-
cipal components, where the characters of greatest value in the PC1
(37.4%), were in direct relationship with seed yield and oil yield
(Shabanimofrad et al.,, 2013). In contrast, the present study indi-
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Table 2
Description and basic statistics for morpho-agronomic characters and yield attributes evaluated in 14 accessions of Jatropha curcas L. in Yucatan, Mexico.

Accession PH CB cD NPB BO NFC NFB PPHG FL FB FF NY HSW oy

BO3 268.44 257.80 8.57 4.50 1.83 6.33 16.17 65.44 3.28 3.04 1.08 11.91 88.67 50.98
B0O5 262.43 211.24 9.42 3.83 1.67 5.83 15.67 101.43 3.29 3.04 1.08 12.04 89.67 47.25
GO1 307.66 241.43 10.53 3.50 2.00 6.00 11.00 65.66 2.88 2.69 1.07 11.39 83.67 45.01
HO02 302.81 244.55 9.31 2.50 2.67 7.00 16.67 80.81 2.93 2.67 1.10 9.78 79.00 42.74
S01 206.37 200.84 6.80 2.33 1.50 3.67 9.33 48.37 3.37 3.06 1.10 12.30 90.00 47.70
S03 196.57 168.44 5.49 2.67 1.50 217 9.00 47.57 3.18 2.81 1.13 9.24 71.00 38.20
MCEO6 264.53 293.81 10.85 4.00 2.00 11.50 33.17 85.53 3.03 2.76 1.10 11.20 85.67 52.09
MCT09 297.35 298.38 8.59 3.17 2.00 4.83 19.00 40.12 3.25 2.85 1.14 11.43 83.00 44.16
MCT10 224.43 209.16 7.46 4.00 1.33 8.17 21.83 39.56 3.50 3.20 1.09 11.01 86.00 58.05
MYO1 268.79 169.92 6.95 2.83 1.67 4.83 12.50 79.79 2.93 2.61 1.13 11.63 87.67 47.69
MYCO02 196.44 23243 6.68 3.00 1.50 1.75 3.75 94.44 2.96 2.53 1.17 11.35 82.33 42.32
MYGO3 231.53 21291 7.44 3.33 1.67 3.83 12.33 80.53 2.96 2.58 1.15 10.27 78.67 30.76
MYG04 233.50 165.61 6.61 3.17 1.67 333 7.67 116.50 3.32 2.84 1.17 9.83 72.33 34.94
MYP06 254.06 189.91 7.93 3.33 2.33 6.67 20.83 67.06 3.30 2.67 1.24 8.72 66.33 37.21
MYT10 204.14 253.18 6.75 4.00 1.83 5.67 18.33 95.14 3.66 2.87 1.28 9.43 67.67 37.42
n 86 86 86 86 86 86 86 86 258 258 258 450 4500 45

Mean 247.75 222.67 7.93 3.35 1.81 5.51 15.51 73.58 3.20 2.82 1.14 10.77 80.78 50.52
Min. 161.37 101.65 3.92 2.00 1.00 1.00 1.00 1.66 234 2.01 1.01 7.81 66.00 30.49
Max. 365.81 379.37 11.71 6.00 3.00 19.00 70.00 194.77 4.65 4.08 1.43 12.85 92.00 58.05
DE 51.03 65.62 1.94 0.84 0.60 3.17 10.18 41.90 0.40 0.37 0.08 1.17 7.91 7.10
CV (%) 20.60 29.47 24.52 24.99 33.30 57.56 65.65 56.95 12.55 12.94 6.72 10.90 9.79 16.24
Error (%) 2.22 3.18 2.64 2.69 3.59 6.21 7.08 6.14 1.35 1.40 0.72 1.15 1.46 1.05

PH: plant height (cm); CB: crown breadth (cm); CD: collar diameter (cm); NPB: number of primary branches; BO: branching order; NFC: number of fruit cluster; NFB: number
of fruits per branch; PPHG: post-pruning height gain (cm); FL: fruit length (cm); FB: fruit breadth (cm); FF: fruit form; SV: seed volume (¢cm?); HSW: hundred-seed weight

(g); OY: oil yield (g).

cated greater variation, as it would be expected in the center of
origin of the species.

The value obtained in the repeatability analysis for the charac-
ters evaluated, the use of vegetative reproduction strategies can be
recommended as a tool for the establishment of plantations once
the desired genotypes have been obtained or selected.

5. Conclusions

The results obtained in the present study indicate greater diver-
sity among the accessions evaluated in comparison with reports
on diversity for India and Malaysia. Phenotypic similarities were
observed between the accessions and their collection sites, from
which we can surmise that the effect on the genotype may be
related to geographical barriers. American accessions was a poten-
tial genotypes to be used in energy production in America or to
develop an improvement programs.
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