¥y ¥ ¥y

Polibotanica

POLIB& TANICA ISSN: 1405-2768

polibotanica@gmail.com

Departamento de Botanica
México

Castro Guzman, Sonia; Ogata Aguilar, Nisao; Cano Asseleih, Leticia M.; Sanchez
Sanchez, Odiléon
VARIABILIDAD DEL GEN NUCLEAR G3PDH EN JATROPHA CURCAS L.
Polibotanica, nim. 40, agosto, 2015, pp. 99-107
Departamento de Botanica
Distrito Federal, México

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=62142251006

Como citar el articulo (€ &\ \( //.'» @

Numero completo Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=621
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=621
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=62142251006
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=62142251006
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=621&numero=42251
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=62142251006
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=621
http://www.redalyc.org

POLIB¥€TANICA

Num. 40, pp. 99-107, ISSN electronico: 2395-9525; México, 2015
DOI: 10.18387/polibotanica.40.6

VARIABILIDAD DEL GEN NUCLEAR G3PDH EN JATROPHA CURCAS L.
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RESUMEN

Jatropha curcas L. es una especie nativa
de América tropical; en nuestro pais se ha
venido utilizando principalmente como
medicinal y alimenticia desde la época pre-
hispanica. Actualmente el aceite extraido
de sus semillas ha adquirido importancia
internacional ya que puede ser transforma-
do a biodiesel. El conocimiento que existe
sobre la variabilidad genética de la especie
es escaso. Un gen utilizado con éxito para
el estudio de patrones de variacion y origen
de layuca (Manihot esculenta L.) y del caco
(Theobroma cacao L.) es el gen nuclear
G3pdh (Gliceraldehido 3 fosfato deshidro-
genasa) involucrado en la fotosintesis. Con
base en ello, en este trabajo se exploro la
variabilidad del gen G3pdh en individuos
de J. curcas provenientes de 15 poblacio-
nes de los estados de Veracruz, Campeche,
Yucatan y Quintana Roo. Para obtener el
gen G3pdh completo de alrededor de 1000
pares de bases, se amplifico utilizando los
primers disefiados por Strand et al. (1997)
y los dos primers internos reverse disefiados
por Olsen y Schaal (1999) para obtener seg-
mentos mas cortos, de 600 y 800 pares de
bases aproximadamente. Por primera vez se
amplificaron aproximadamente 500 pb y los
resultados demuestran que el gen G3pdh es

util para analizar la variabilidad de J. curcas,
y con un importante potencial para evaluar la
distribucion y evolucion de sus poblaciones
en México, conocer las relaciones ancestro-
descendiente a nivel poblacional y explicar
las causas de la distribucion de los distintos
haplotipos.

Palabras clave: gen G3pdh, diversidad
genética, haplotipos.

ABSTRACT

Jatropha curcas L. is native of tropical Ame-
rica; in our country it has mainly been used
as a medicinal and food since pre-Hispanic
times. Currently the oil extracted from its
seeds has gained international importance
as it can be transformed into biodiesel. The
knowledge on the genetic variability of the
species is scarce. A gene used successfully
for the study of patterns of variation and
origin of cassava (Manihot esculenta L.)
and cocoa (Theobroma cacao L.) is the
nuclear gene G3PDH (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase) involved in
photosynthesis. In this paper, we used the
same gene to explore its variability in J.
curcas. Fifteen populations from different
areas of Mexico were examined (Veracruz,
Campeche, Yucatan y Quintana Roo). The
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gene was amplified using primers originally
designed by Strand ez al. (1977) to isolate
around 1000 bp. Two additional internal
primers designed by Olsen y Schaal (1999)
were used to amplify shorter sections of
600 and 800 bp approximately. As a result
a 500 bp section of the G3pdh of J. curcas
L. was amplified and tested for variation at
population level showing its usefulness for
studies of genetic diversity and phylogeo-
graphic patterns.

Key words: gene G3pdh, genetic diversity,
haplotypes.

INTRODUCCION

Jatropha curcas L. es una especie de la fa-
milia Euphorbiaceae que recientemente ha
cobrado importancia debido al potencial que
representa como fuente de biocombustible
(Openshaw, 2000). Con usos diversos en la
mayoria de los paises donde prospera, prin-
cipalmente se le utiliza como cerca viva y
medicinal. Es titil también para reforestacion
y regeneracion de suelos erosionados. En el
norte del estado de Veracruz, en la region
totonaca, las semillas de J. curcas son muy
apreciadas para la alimentacion humana,
ademas de que poseen un alto valor nutritivo
(Cano y Hernandez, 1984). Sin embargo,
en las otras regiones donde se localiza, las
semillas son toxicas tanto para animales
como humanos, debido a la presencia de
inhibidores de tripsina, ésteres de forbol
y otros componentes antinutricionales, los
cuales, al ser consumidos, causan efectos
purgantes, vomito e irritacion de la piel
(Cano, 1986; Makkar et al., 1998; Schmook
y Sanchez, 2000; Openshaw, 2000).

No obstante la importancia de J. curcas,
no existe informacion de esta especie en
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torno a su variabilidad genética. Entre los
genes que se han utilizado con éxito para el
estudio de patrones de variacion y origen
de la yuca (Manihot esculenta L.) (Eu-
phorbiaceae) (Olsen y Schaal, 1999) y del
cacao (Theobroma cacao L.) (Malvaceae)
(Ogata, 2002) se encuentra el G3pdh, que
codifica la enzima Gliceraldehido-3 fosfato
deshidrogenasa. Con base en ello, el objetivo
de esta investigacion fue secuenciar el gen
nuclear G3pdh en J. curcas L. y analizar su
variabilidad en distintas poblaciones loca-
lizadas en diferentes estados de la republica
mexicana, con el fin de evaluar su utilidad
para proponer hipdtesis relacionadas con su
origen, distribucion y posible domesticacion
a través de su rango de distribucion natural.

METODOLOGIA

Se colectaron hojas juveniles de 104 indi-
viduos en 54 localidades distribuidas en
los estados de Veracruz (89 individuos/42
localidades), Puebla (1 individuo/1 locali-
dad), Campeche (2 individuos/1 localidad),
Quintana Roo (11 individuos/9 localidades)
y Yucatan (1 individuo/1 localidad). Al
mismo tiempo se colectaron especimenes
de herbario y fueron depositados, un ejem-
plar por localidad, en el herbario XALU de
la Facultad de Biologia de la Universidad
Veracruzana.

La extraccion de ADN se realizo utilizan-
do el paquete de extraccion de ADN de
plantas de la compaiiia QIAGEN (USA).
Posteriormente se cuantificé el contenido
de ADN mediante espectrofotometro marca
JENWAY (UK), modelo Genova. Adicional-
mente, se estimo la pureza de los extractos,
determinando la absorcion a 280 nm y calcu-
lando el cociente OD260/0D280 (Sambrook
y Russell, 2001). Para aislar el gen G3pdh en
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J. curcas se utilizaron los primers: GPDX7
(GAT AGATTT GGA ATT GTT GAG G)
y GPDX9R (AAG CAA TTC CAG CCT
TGGQG) (Strand et al., 1997) para amplificar
el gen completo, de alrededor de 1000 pb y
los dos primers internos reverse disenados
por Olsen y Schaal (1999), para obtener
segmentos mas cortos de este mismo gen:
GPD9R4 (TCC CTT AAG CTT ACC ATA
AG)y GPD9R2 (CTT GAT TTC CTC ATA
TGT TGC C). Para la amplificacion del gen
G3pdh y sus segmentos se realizaron varias
pruebas utilizando diferentes concentracio-
nes de MgCl,, de primers y dos tipos de Taq
polimerasa en la mezcla de reaccion y las
temperaturas de alineamiento y el numero de
ciclos para obtener las condiciones Optimas
que se presentan en los cuadros 1y 2.

La amplificacion se realizo indistintamente
en dos termocicladores AB PCR system
2700 (Aplied Byosystems, USA), y PTC-
200 (Peltier Thermal Cycler, MA).

Los productos amplificados se analizaron
mediante electroforesis en geles horizonta-
les de agarosa al 2% de 7x 8.3 cm (Barker,
1998). Se utilizé un estandar de oligonu-
cledtidos de Fermentas (Kb ladder) y azul de
bromofenol como indicador del corrimiento.
Previo a la secuenciacion, los productos
amplificados se purificaron utilizando el
paquete de purificacion QIAquick de QIA-
GEN, de acuerdo a su protocolo.

Las muestras amplificadas fueron enviadas
para su secuenciacion al laboratorio del
Institute for Integrative Genome Biology
de la Universidad de California, Riverside,
USA. Se utilizé el sistema de secuencia-
cion basado en ciclos fluorescentes. Para
corroborar que las secuencias pertenecieran
al gen G3pdh, se utilizoé el Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST), uno de
los recursos que ofrece el National Center
of Biotechnology Information (NCBI) en
su sitio web. Para analizar las secuencias
generadas en este estudio, se utilizaron los
siguientes programas: a) 4peaks version
1.7.2, (programa para editar secuencias,
disefiado para Mac: http://nucleobytes.com/
index.php/4peaks) para editar y visualizar
las secuencias en formatos ABI, SCF, CTR,
ALFyZTR. b) Phred, Phrap y ¢) Consed de
Red Hat Linux (Universidad de Washington)
para ensamblar los archivos de secuencias
de ADN (Gordon et al., 1998). Finalmente,
para conocer la diversidad y distribucion de
patrones filogeograficos de las poblaciones
muestreadas se utilizo el programa TCS
(Clement et al., 2000).

RESULTADOS

De las 104 extracciones realizadas, 82
muestras fueron enviadas a secuenciar (26
del segmento de 962 pb, 20 del segmento de
752-771 pb y 36 del segmento de 610-631
pb). De éstas, 40 tenian la calidad suficiente
para ser alineadas y analizadas. Las de mejor
calidad correspondieron al segmento de 610-
631 pb (26 muestras) en las cuales se secuen-
ciaron 487 pb con la suficiente nitidez para
ser analizadas. Le sigui6 el segmento de 962
pb (12 muestras), en el cual se recuperaron
alrededor de 750 pby, finalmente el segmen-
to de 752-771 pb (dos muestras), donde se
obtuvo informacion hasta aproximadamente
600 pb. Las secuencias de cada individuo
obtenidas con cada par de primers fueron
alineadas como una forma de corroborar
los resultados, confirmando que se trataba
del gen G3pdh mediante la bisqueda en el
banco de informacion de NCBI. Pudo com-
probarse la veracidad de los resultados hasta
las 487 bases, que fueron utilizadas para
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Cuadro 1. Condiciones de PCR utilizadas en este estudio.
Reactivos Taq DNA polimerase | GoTaq DNA polimerase

Buffer de reaccion 1X (2.5 uL) 1X (5 uL)

MgCl 2.0 mM (2 pL) 2.0 mM (2 pL)

Taq DNA polimerase 1.0U (0.2 pL) 1.0 U (0.13 puL)

dNTPs 0.2mM (2.5 pL) 0.2 mM (2.5 puL)

Primer F 0.4 mM (1 puL) 0.4 mM (1 pL)

Pimer R 0.4mM (1 uL) 0.4 mM (1 uL)

ADN 5-20 ng (1 pL) 5-20 ng (1 pL)

H,O 14.8 uL 12.37 uL

Volumen total 25 uL 25 uL

Cuadro 2. Ciclos de temperatura utilizados para amplificar el gen G3pdh (962 pb)
y los fragmentos de 610-631 y 752-771 pb

Gen completo y
fragmento pequefio’ 2

Fragmento mediano' 2

95°C (2 min)

95°C (2 min)

95°C (1 min)

95°C (1 min)

47°C (1 min) 35 ciclos 49°C (1 min) 35 ciclos
72°C (2 min) 72°C (2 min)
72°C (5 min) 72°C (5 min)

determinar la estructura del gen, diversidad
y distribucion de los distintos haplotipos en
el area de muestreo.

Al analizar la estructura de este fragmento
de gende J. curcas (fig. 1) y compararla con
la del mismo fragmento de M. esculenta 'y
T cacao, se observo que comparten ciertas
caracteristicas generales.

Se analizaron 487 pb del fragmento de

610-630 pb en el programa TCS (Clement
et al., 2000) de 26 individuos, para evaluar
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las relaciones entre las poblaciones mues-
treadas y la distribucion geografica de los
haplotipos (fig. 2).

De acuerdo con el analisis de patrones de
variacion, se diferenciaron tres haplotipos,
el mas frecuente (A) y dos haplotipos (B y
C) con uno y ocho cambios respectivamente.
Como es posible observar, el haplotipo “A”,
el mas frecuente de la muestra, conecta al
haplotipo “B” por un cambio y al haplotipo
“C” por ocho cambios. Estos resultados
coinciden con Posada y Crandall (2001) en
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| | | | | |

0 100 200 300 400 500

pares de bases

Fig. 1. Estructura del fragmento de 610-631 pb del gen G3pdh. La letra P indica la

posicion de primer de ida, GPDX7F. Las letras mayusculas indican a los Exones y las

minusculas a los Intrones: Exon A (55 pb), Intrén a (100 pb), Exén B (118 pb). La region
de color negro dentro del Exon B indica un microsatélite (Adenina).

Misantia, Ver.
Zozocolco-Coxquihul, Ver.
Zozocolco55118, Ver.
Zozocoko?2, Ver,

Coxquihul, Ver, A
Papantial, Ver.
Papantiad, Ver.
Papantias, Ver.
Papantiab, Ver.
Papantia7, Ver.
Papantia8, Ver.
La Guazima, Ver,
San Mateo Polutia Var.
San Juan Papantia, Ver.
El remaolino3, Ver
El remoiinot, Ver

Escarcega, Campeche
Nuevo Israel, Q. Roo
Tahmek, Yuc.

El remolino2, Ver.
Tantoyuca, Ver.

Puerto Moreles, Q. Roo
Laguana Guerrero, Q. Rco
Lerdo, Ver.

c

Fig. 2. Distribucion de los haplotipos elaborada en TCS (Clement et al., 2000).
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Cuadro 3. Comparacion del nimero de pares de bases (pb) del fragmento de
610-631 pb del gen G3pdh en M. esculenta, T. cacao y J. curcas.

M. esculenta T. cacao J. curcas
Exén A 52 pb 77 pb 55 pb
Intrén a 84 pb 84 pb 100 pb
Exén B 98 pb 107 pb 118 pb
Intrén b 265 pb 273 pb 214 pb
(incompleto)

el sentido de que los haplotipos mas frecuen-
tes tienden a conectar a los haplotipos menos
frecuentes, y no a que las conexiones se
den entre los haplotipos menos frecuentes.
Cuando los haplotipos fueron distribuidos
geograficamente, el haplotipo mas frecuen-
tes se hallé concentrado hacia el norte del
estado de Veracruz y limites del estado de
Puebla (fig. 3). En el cuadro 4 se muestran
los sitios de colecta de los 26 individuos
incluidos en los haplotipos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se reporta por primera vez
la amplificacion y secuenciacion de 487 pb
del gen G3pdh en hojas de J. curcas. En
relacion con la diversidad y distribucion de
patrones filogeograficos de las poblaciones
de la J. curcas muestreadas se detectaron
tres haplotipos, en los cuales la diferencia
notable fue en los haplotipos “A” y “B”, y
8 adeninas en el haplotipo “C”. El haplotipo
“A” fue el mas frecuente pero no amplia-
mente distribuido, restringido al norte de
Veracruz y limites con Puebla; los haplotipos
“B”y “C” derivados, se ubicaron en la pe-
riferia de la distribucion del haplotipo “A”
(Tantoyuca, El Remolino y Lerdo, Ver.) y
en la peninsula de Yucatan. Para explicar la
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restriccion en la distribucion del haplotipo
mas frecuente, sera necesario incrementar el
nimero de muestras y localidades para saber
si el comportamiento de este haplotipo esta
sesgado debido al tamafio de la muestra. En
relacion con los haplotipos restantes, es muy
probable que su distribucion esté ligada a las
migraciones humanas recientes ocurridas en
la peninsula de Yucatan.

Actualmente, es comtn que en huertos fa-
miliares de Quintana Roo se hallen especies
de plantas que no son nativas de la zona. En
este sentido, es muy probable que los ha-
plotipos “B” y “C” hallados en la peninsula
sean el resultado de la migracion humana,
hipoétesis que se basa en el analisis quimico
de presencia de ésteres de forbol en las
semillas colectadas en esos sitios. En estas
muestras se detectaron ésteres de forbol en
concentraciones muy bajas (Sanchez y San-
chez, 2014), lo que permite suponer que este
material probablemente proviene de plantas
no toxicas de la region norte de Veracruz.

Ademas de que el gen G3pdh es util para
analizar la variabilidad de esta especie, tiene
un importante potencial para evaluar la dis-
tribucion de poblaciones J. curcas, para co-
nocer las relaciones ancestro-descendientes
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Cuadro 4. Sitios de colecta de los individuos de J. curcas investigados

para la determinacion de haplotipos

Estado Municipio i:f:l?ic'j\?i::::o;: ; Clima (r‘:‘lst.i;t:g‘) Coordenadas (-2 _g?r:&ﬁ?/
Campeche Escarcega Escércega (1) sul:}i]iilgl?: 5 85 ?g:ggg;: ©
il T N -
Qu]ir;tgna Benito Juarez Puerto Morelos (1) sul:}i]iilf'g do 4 gg:?g:gg:: -)
B | CEF | L) | i, | | BN |
Veracruz Misantla Misantla (1) St;,mmircliggo 300 ?g:gg:ﬁg:: -)
Veracruz Zozocolco Zozocolco (4) hf’lérlli:((])o 300 ggzggzig:: -)
Veracruz | Coxquihui Coxquihui (1) hfiérﬁggo 180 %33;2 ®)
Veracruz Papantla Papantla (7) sulfli?r?q(; do 147 ggz;gig:, )
Veracruz Papantla La Guazima (1) sulf}iliiriz do 242 %:;;?g: )
e e e - I
Veracruz Papantla San Juan (1) sulflf]ﬁilcrllz s 20 %Z;ggg:: )
Veracruz Papantla El Remolino (3) sulfli]ii 1;11(; do 100 %:g:gg:: -)
Veracruz Tantoyuca Tantoyuca (1) subctiliiriz do 174 g?:;g:gg: -)
Veracruz Lerdo Lerdo (1) r(;égli(li;)r 10 ?3;213:‘3‘3:: +)
Yucatan |  Tahmek Tahmek (1) tds | & et ©

anivel poblacional y para explicar las causas
de la distribucion de los distintos haplotipos.
Representa también un modelo adecuado
para explorar hipdtesis relacionadas con
la domesticacion de plantas y la migracion
de éstas asociada con las poblaciones hu-
manas. Esta aproximacion al conocimiento
de filogeografia de J. curcas representa un
area de estudio que hasta la fecha no habia
sido explorada para conocer mas sobre la
biologia de la especie.
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