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RESUMEN

El género Jatropha es perteneciente a la familia de las Euphorbiaceae, existen 185
especies distribuidas en el mundo, de las cuales 45 pertenecen a México. En el Noroeste del
pais se encuentra Jatropha cordata, una especie endémica del pais que se encuentra adaptada
a regiones aridas y semiaridas. Existen estudios en Jatropha curcas de genes relacionados con
las rutas metabolicas de la sintesis de los acidos oleico y linoleico. Sin embargo, la expresion
del ARNm que codifica para las enzimas responsables de la sintesis de acidos grasos presentes
en la semilla de J. cordata no ha sido estudiada. Por lo tanto el objetivo del proyecto es
determinar el perfil de acidos grasos y analizar la expresion de los genes involucrados en la
sintesis de acido oleico y de 4cido linoleico presente en las semillas de Jatropha cordata. Para
lograr este objetivo se utilizd semillas en estado maduro del género Jatropha: J. curcas y J.
cordata. Se realizd un perfil de acidos grasos para ambas especies, encontrando los niveles
mas altos para los acidos grasos oleico y linoleico. Se analizd la expresion del ARNm del gen
ACPI que tiene una funcidon como cofactor; de las desaturasas DISD, FAD2-1y FAD2-2,y de
la elongasa K4SII mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Se encontrd una induccion mayor del
gen FAD2-1 en J. cordata. De la misma manera se observo que la expresion del gen DISD
tiene un efecto sobre el contenido del acido oleico en la semilla. Los resultados de este trabajo
permiten concluir que la expresion d los genes ACPI y FAD2-1 en la sintesis de los acidos
oleico y linoleico, respectivamente, concuerdan con los contenidos de éstos acidos grasos en la

semilla de J. cordata.
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I. INTRODUCCION

Meéxico es considerado un pais mega diverso, esto debido a su gran biodiversidad en
todo el territorio. Es considerado uno de los 5 paises con mayor riqueza biologica del planeta y
aproximadamente el 50% de las especies mexicanas son exclusivas del pais, teniendo un grado
altisimo de endemismo (CONABIO, 2012). México es un pais privilegiado, porque tiene
recursos abundantes e inapreciables; debido a su gran variedad de climas y suelos es posible el

crecimiento de tipos de flora muy diversos (Cruz et al., 2006).

El género Jatropha pertenece a la familia de las Euphorbiaceae. Estas especies se
distribuyen principalmente en las regiones de Africa, Peninsula Ardbica, India, Norte América
y el Caribe (Peralta, 2010). Actualmente, se han descrito alrededor de 185 especies, de las
cuales la mayoria de las especies son pertenecientes a regiones tropicales, subtropicales y
semiaridas de América. En México, se encuentran 45 especies de Jatropha (Fresnedo y
Orozco, 2012). Al noroeste del territorio nacional, se encuentran 4 especies de este género: J.
cordata, J. cinerea, J. cuneata, J. cardiophylla, todas estas adaptadas a regiones de climas
calidos y secos, donde las precipitaciones pluviales oscilan entre los 500 mm (CONAGUA,
2015). Las especies localizadas al noroeste del pais son arbustos, excepto J. cordata, que se
considera un arbol importante para el matorral espinoso del desierto de Sonora (CONABIO,
2012). Su habitat incluye el matorral espinoso, bosques tropicales caducifolios y algunos
bosques de robles (Alday, 2011). La especie de J. cordata se suele encontrar asociada
simpatricamente con otras especies a su alrededor de manera que forman colonias dispersas,
comunmente asociados a arboles y arbustos (Martin et al., 1998), y son caracteristicos por ser
arboles de crecimiento rapido asi como que se encuentra de manera silvestre creciendo en
laderas rocosas y suelos arenosos (Turner et al., 2005). La especie de J. cordata esta bien

adaptada a regiones aridas y semidridas, utilizada para beneficio humano para la inflamacién



de la encia (http://132.248.9.34/hevila/ActamedicadeSonora/2011/vol12/n05/6.pdf), ademas,

suele ser utilizada por indigenas Yaquis y Mayos como artesania (Lopez, 2011).

La semilla de J. cordata contiene un alto contenido de aceite, el cual puede ser
utilizado en la produccion como biodiesel (Alday, 2011). En el mundo, el estudio de la planta
de Jatropha curcas se ha desarrollado con un enfoque para la obtencion de aceite (Makkar y
Becker, 1997, Medina et al., 2014), y biocombustibles que sean propicios para mejorar el
medio ambiente y sean una fuente baja de emisiones toxicas (Alday, 2011). La industria
petrolera ha sufrido una crisis por la insuficiente obtencion del petréleo, el aumento de los
costos y la indisponibilidad de los combustibles fosiles; siendo la contaminacién atmosférica
urbana una preocupacion creciente (Montafio, 2010). Esta situacién ha dado un gran impulso
cientifico para desarrollar biocombustibles como el biodiesel (Montoya et al., 2006). Los
biocombustibles se elaboran con materiales producidos por los seres vivos (Vivas, 2010); son
alcoholes, éteres, ésteres y otros compuestos quimicos generados a partir de los tejidos de
plantas y animales, los residuos de la agricultura y de la actividad forestal y algunos desechos
industriales, como por ejemplo los de la industria de la alimentacion (Aquino et al, 2014). El
biodiesel estd compuesto por metilésteres de acidos grasos de cadena larga, que se obtienen a
partir de la reaccion de transesterificacion del metanol con aceites vegetales o grasas de origen
animal (Vivas, 2010). Actualmente, la produccion de materia prima que es destinada para el
biodiesel son de cultivos tradicionales con fines alimentarios (Galaz et al., 2012), por lo tanto
es necesario desarrollar cultivos oleaginosos alternativos con el fin de no destinar materia
prima del mercado alimentario. En paises de Africa, Oriente y Centroamérica se ha estudiado
en particular el uso de plantas oleaginosas del género Jatropha, debido a que su aceite cumple
con las exigencias necesarias y tiene como ventaja no ser utilizado de manera comestible
(Falasca y Ulbercich, 2008). La composicion del aceite de Jatropha muestra un contenido
menor de acidos grasos saturados (21,6%) y mas acidos grasos insaturados (78,4%) (Akbar,
2009). Segtin Akbar (2009), esta composicion debe ser modificada para que sea una materia
prima adecuada para la produccion de biodiesel. Los aceites con mas acidos grasos saturados
son deseables por la calidad de combustidon/ignicion del biodiesel, debido a que poseen un

indice de cetano mayor y estabilidad oxidativa. A la especie Jatropha curcas se le ha dado



importancia por su produccion alta de aceite usado como combustible alternativo al diésel, con
contenido de acidos grasos en la semilla del 30 al 45% que es igual o mayor que otras
oleaginosas (Makkar y Becker, 1997). Aunque las vias metabolicas generales de sintesis de
acidos grasos en los tejidos de semillas de plantas son conocidas, estas resultan no ser
claramente entendidas (Sinha et al., 2007). Sin embargo, es evidente a partir de varias lineas
de estudio que a través de una via predominante, el acido oleico (C18:1), en la forma de
oleoil-CoA (Coenzima A), se convierte en acido linoleico (C18:2) por la enzima elongasa de
acidos grasos (AG). El flujo principal de elongacion de carbonos en los acido grasos oleico y
linoleico (C18:1 y C18:2) sera sintetizado a partir del 4cido graso palmitico (C16:0) debido a
reacciones quimicas y metabdlicas, que estan implicadas en la sintesis de acidos grasos y las

vias de desaturacion (Sinha et al, 2007).

Investigaciones recientes con otras especies del mismo género como J. cordata, J.
cinerea y J. cardiophylla (Hishida et al., 2013; Gamez et al., 2012), han demostrado un interés
por el posible uso de sus semillas con el fin de producir aceite como una fuente comercial de
biodiesel. Sin embargo, la utilizacion se ha restringido debido a la variabilidad del contenido
de aceite en sus semillas y el bajo rendimiento econémico de la plantacion de Jatropha en la
agricultura (Galaz, et al., 2012). La planta de interés que se propone en el presente estudio es
Jatropha cordata (cuyo nombre comun es torota o papelillo), que a diferencia de J. curcas
(adaptada a regiones tropicales) se encuentra de manera silvestre adaptada a regiones de suelos
aridos y semiaridos (CONABIO, 2000). Hasta el momento en avances en investigacion para la
especie de J. cordata, solo se cuenta una caracterizacion quimica de la semilla (Gamez et al.,
2012). En lo que a estudios moleculares concierne, actualmente no se ha reportado estudios de
la expresion genética involucrada en la sintesis de 4cidos grasos en la semilla de esta especie.
Por tal razon, el objetivo del presente trabajo es generar informacion sobre esta especie de
Jatropha a través del andlisis de la expresion de los genes involucrados en la sintesis del acido
oleico (D9SD, ACP1 y KASI) y genes involucrados en la sintesis del acido linoleico (FAD2-1,
FAD2-2) (Gu et al., 2012), asi como también relacionarlos con el contenido de 4cidos grasos
presentes en la semilla de Jatropha cordata; 1o que generara mayor conocimiento de esta

especie y un panorama mas amplio para su posible aprovechamiento.



II. ANTECEDENTES

I1.1. Género Jatropha

I1.1.1. Caracteristicas del género Jatropha

Este género alberga arboles, arbustos o hierbas, generalmente monoicos, con los tallos
a veces brotando de gruesas raices, con indumentos de pelos simples y latex generalmente
coloreado. Este género presenta hojas alternadas, pecioladas o sésiles, con el peciolo a veces
glandular, enteras, dentadas, a menudo glandulares, con la nervadura palmeada o rara vez
pinnada; con tipulas presentes (Sanchez, 2010). Ademas, sus inflorescencias son bisexuales,
en dicasios o en cimas, terminales o axilares, largamente pedunculadas, con bracteas enteras, a
veces glandular-fimbriadas (Lopez, 2011). Las flores masculinas son cortamente pediceladas,
con el caliz de 4-6 sépalos, regularmente connados en la base; poseen corola con 5 pétalos,
libres o coherentes lateralmente, disco entero o segmentado en 5 glandulas libres, presenta
también de 8-10 estambres, dispuestos de 1-2 verticilios, filamentos libres o connados
parcialmente en una columna con anteras (Gonzalez et al., 2012). Las flores femeninas son
cortamente pediceladas, con sépalos y pétalos como en las flores masculinas; sin embargo, los
sépalos presentan a veces folidceos, disco anular, con 5 16bulos o 5 glandulas libres, con

estaminoidios a veces presentes. El ovario estd compuesto de 1 a 5 loculos (Sanchez, 2010).

La floracion en Jatropha puede presentarse entre los 12 y 24 meses en condiciones
muy favorables, pero normalmente es mayor. Los frutos presentan cdpsula algo lefiosa y
dehiscente en 3 mericarpos bivalvos (Sanchez, 2010). La produccion de semilla se estabiliza a

partir del 4to y 5to afio. El desarrollo del fruto toma alrededor de 90 dias desde la floracion



hasta la madurez de la semilla. Las semillas son de forma ovoide, carunculadas con

endospermo carnoso (Lopez, 2011).

I1.1.2. Distribucion del género Jatropha en el mundo

El género Jatropha pertenece a la familia de las Euphorbiaceae. Estas especies se
distribuyen principalmente en las regiones de Africa, Peninsula Ardbica, India, Norte América
y el Caribe (Peralta, 2010). El género Jatropha esta constituido aproximadamente por 180
especies, de las cuales generalmente son arboles y arbustos, aunque también se encuentran
especies suculentas o hierbas (Sanchez, 2010); solo seis especies fueron encontradas en Africa
y Asia, sin embargo segun el autor Hemming y Radcliffe (1987), sefala la presencia de 26

especies de Jatropha en seis diferentes regiones localizadas al noreste del Africa tropical.

Actualmente se reporta 186 especies registradas del género Jatropha alrededor del mundo

(Fresnedo y Orozco, 2012).
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Fiura 1. Distribucion geogréﬁca“mundial del género Jatropha, losQ puntos donde se

ubica el género Jatropha en el mundo. Tomado de Discovery life.



De todas las especies del género Jatropha, la més estudiada a nivel mundial es
Jatropha curcas. Esta especie es considerada como una prometedora fuente alternativa de
biodiesel, dado que el aceite de este género es rico en el contenido de &cidos grasos
insaturados en las semillas (Cruz et al., 2006) y ademdas es una planta no util para la
alimentacion o consumo humano, lo que la hace de mayor interés, ya que no se involucra en el
sector comercial de consumo. En cuanto al uso de biodiesel, se ha considerado utilizar aceite
de Jatropha y de palma ya que son materias primas que no compiten directamente con los

alimentos y tienen altos rendimientos de aceite para elaborar biodiesel (Galeano et al., 2011).

Las semillas del género Jatropha son las principales fuentes de obtencion de aceite y
algunas de estas son toxicas para consumo. Los aceites vegetales han sido utilizados para
consumo humano en alimentacidn, sin embargo, también son la fuente principal y 6ptima para
la produccion de biodiesel. Seria un suceso alarmante si se utilizara la fuente de alimentacion

como un producto industrial (Costa, et. al., 2010).

I1.1.3. Distribucion del género Jatropha en México

Se cuenta con 826 especies de plantas en México, de las cuales 45 especies pertenecen
al género Jatropha (CONABIO, 2012). De las 186 especies de Jatropha en el mundo, 48 se
encuentran presentes en México y 39 de ellas son endémicas. Aproximadamente el 21 % de
las especies del género Jatropha se encuentran distribuidas solo en México (Fresnedo y

Orozco, 2012).

México es un pais privilegiado, porque tiene recursos abundantes e inapreciables.
Debido a su gran variedad de climas y suelos es posible el crecimiento de tipos de flora muy
diversos (Cruz et al., 2006). Debido a su ubicacién latitudinal, en la Republica Mexicana se
sobreponen y entrelazan dos grandes regiones biogeograficas: la neartica y la neotropical. A

ésta condicion se suma una compleja historia geoldgica y una accidentada topografia



(CONABIO, 2000), lo que explica la enorme variedad de condiciones ambientales que hacen

posible la excepcional riqueza bioldgica de México (CONABIO, 2012).

I1.1.3.2. Distribucion de las especies de Jatropha en regiones aridas de Sonora

En México se han registrado 46 especies del género Jatropha de las cuales dos de ellas
son cultivadas, 45 especies son nativas y 38 son endémicas para el pais. Los resultados de la
distribucion muestran que algunas especies de Jatropha se adaptan a diferentes condiciones
climaticas, mayoritariamente se encuentran en tropicos y subtrdpicos aunque también puede
resistir a las bajas temperaturas en lugares secos donde hay escasez de agua, por lo tanto, estdn
presentes en entornos tropicales, subtropicales, aridos y semiaridos. Especies como J. cordata,
J. cuneata, J. cardiophylla y J. cinerea se distribuyen en zonas con condiciones ambientales

bien definidas en regiones aridas y semidridas (Fresnedo y Orozco, 2012).

La especie de interés en el presente estudio, Jatropha cordata, se encuentra distribuida
a lo largo de las costas de Sonora a Oaxaca (Fresnedo y Orozco, 2012). J. cordata presenta
una distribucion principalmente en las regiones del norte de México, actualmente se encuentra
disperso a través de las regiones aridas y semidridas de México y con presencia también en los
estados del sur de Estados Unidos (Arizona) (Felger et al., 2001). Debido a las caracteristicas
presentes de esta especie, es que puede ser contemplada en estos ambientes, ya que su
crecimiento es en periodos cortos, muy resistente a la sequia y arbustos de hoja caducifolia.

(Fresnedo y Orozco, 2012)

En funcion al interés de las especies que se encuentran en el estado de Sonora, las
delimitaciones para Jatropha cinerea, se encuentra principalmente distribuida al norte de la
region en la Peninsula de Baja California y zonas de Sonora y Sinaloa, aunque se ha registrado
en Oaxaca. Jatropha cuneata comparte area de distribucion J. cinerea, pero esta altamente

representada hacia el sur de la Peninsula de Baja California. Jatropha cardiophylla se delimita



por su presencia entre el norte de Sinaloa y Sonora. Sin embargo, la distribucion de las
especies, tales como J. riojae todavia no ha sido comprobada presencia en la entidad

(Fresnedo y Orozco, 2012).

I1.1.3.3. Distribucion geografica de Jatropha cordata en Sonora

A J. cordata se le encontrard en el desierto Sarcocaule por las costas de Sonora casi
desde la desembocadura del Rio Yaqui hasta donde desemboca el Rio Magdalena, y en la
peninsula se extiende desde la isla Angel de la Guarda, por un franja estrecha a lo largo de la
costa hasta San Jos¢ del Cabo (Gonzalez et al., 2012). La especie de J cordata se encuentra al
sur del Estado de Sonora (Fig. 2), (Turner et al., 2005), hacia el norte a la region de Guaymas-
San Carlos, y mas al norte hacia Cucurpe y Rio Bavispe en el centro-norte y el noreste de

Sonora (Felger et al., 2001).

I1.4. Condiciones Climaticas de Crecimiento de J. cordata

La especie J. cordata es considerada de importancia para esta region (Lopez et al.,
2011). Es un arbol de regiones aridas y semiaridas ademds de considerarse tener un
crecimiento rapido, alrededor de 3 a 5 afios, es tolerante a periodos de sequias y resistente a

plagas que pudieran impedir su desarrollo (Sanchez et al., 2006).

El Desierto Sonorense se ha dividido en siete regiones correspondientes a sus
caracteristicas naturales desde tres puntos de vista geografico, fisiografico y floristico, también

considerando el cardcter y organizacion de las comunidades vegetales (Gonzalez, 2012).



La lluvia es muy escasa e incierta y la precipitacion no suele ser suficiente en estas

zonas desérticas, pueden presentarse en verano o en invierno, aunque frecuentemente no cae

durante varios afos consecutivos; la temperatura en verano suele ser excesivas llegando

alcanzar los 50°C (CONAGUA, 2015).
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I1.5. Utilidad del Género Jatropha

Los arbustos de este género son poco frecuentes en jardines, sin embargo suelen
encontrarse de manera ornamental en las viviendas. También el aprovechamiento de estas
plantas han sido mayormente utilizando las semillas de algunas especies; debido a su
toxicidad, pueden ser utilizadas como purgativos enérgicos (Sanchez, 2010).

El género Jatropha tiene importancia economica, medicinal o como alimento para el
ganado. Sin embargo algunas plantas son toxicas y podrian causarle la muerte a un adulto. Las
técnicas biotecnologicas pueden ser el factor clave que una todo el conocimiento para
introducir las caracteristicas deseables que son necesarias en el género Jatropha, en especial la
especie J. curcas que ha llamado mucho la atencion para desarrollar todo su potencial como
fuente alternativa de biocombustibles natural renovable (Pabon y Hernandez, 2012), sin
embargo aunque es una especie que puede crecer en lugares arenosos y pedregosos secos, no
es una especie que se desarrolle en condiciones de suelos aridos o semiaridos, debido al

abastecimiento de agua a que estas regiones estan expuestas (Cruz et al., 2006).

11.6. Jatropha curcas como Modelo de Investigacion

Esta especie es originaria de América (Fresnedo y Orozco, 2012), se desarrolla
naturalmente en regiones tropicales y subtropicales de altas pluviosidad, pero es cultivada en
paises de Asia y Africa, reconocida por ser un excelente cultivo debido a que incluso se ha
adaptado a zonas semiaridas, ademas de tener pocas plagas y enfermedades. (Pabon y

Hernandez, 2012).

Como se menciond anteriormente, esta especie es la mas estudiada a nivel mundial y

en México su rango de distribucion es a lo largo de las costas del Pacifico y Golfo de México,
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de Sinaloa a Chiapas y norte de Veracruz a la Peninsula de Yucatdn (Fresnedo y Orozco,
2012)

Las semillas de J. curcas tienen un contenido de acidos grasos del 50%. Sus
principales acidos grasos son: acido oleico (34.3-45.8%; 18:1), acido linoleico (29.0-44.2%;
18:2), acido palmitico (14.1-15.3%; 16:0) y acido estearico (3.7-9.8%; 18:0), debido a que se
acumulan en niveles muy altos en el endospermo de las semillas de Jatropha (Costa et al,
2010). Sin embargo, el conocimiento de la taxonomia, distribucion, y etnobotanica de las

especies de este género esta aun incompleta (Falasca y Ulbercich, 2008).

Asimismo, la especie J. curcas ha sido de importancia en la produccion de fertilizantes
y la medicina tradicional. El aumento de prevalencias de bacterias resistentes y cepas con
reducida susceptibilidad a antibidticos han proporcionado la busqueda de activos naturales,
por lo cual, naturalmente J. curcas se ha implementado como medicina tradicional en el
tratamiento de infecciones bacterianas y fingicas (Pabon y Herndndez 2012). Ademads se han
desarrollado aplicaciones bioldgicas para esta planta, especificamente para control bioldgico a
partir del uso de principios activos obtenidos de diferentes partes de la planta que pueden

controlar de manera eficiente hongos, parasitos y otros organismos (Pabén y Hernandez, 2012)

Se ha sugerido que la especie Jatropha curcas pueda ser usada para estudios de
biorremediacién, puesto que, la planta ofrece una alternativa de recuperacion del suelo
rentable y viable con el medio ambiente. Para probar el impacto de J. curcas en
fitorremediacion de suelos se realizd un estudio en suelos contaminados con hidrocarburos,
observandose una reduccion de éstos entre 89 y 96% del contaminante (Pabon y Hernandez,
2012). J. curcas es tolerante a la sequia, estan bien adaptada a los suelos semidridos de las
zonas marginales y necesita s6lo una lluvia moderada entre 300 y 1,000 mm por afio (Giibitz
et al, 1999), Por ejemplo, en estudios realizados en Egipto con la especie J. curcas se ha
determinado que sdlo necesita de 6 L de agua por semana durante su crecimiento y que la

composicion de los 4cidos grasos no cambia con el régimen de riego (Galaz, 2012).
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IL.7. Jatropha cordata como Modelo de Investigacion en Regiones Aridas y Semiaridas en

el Estado de Sonora

Un elemento distintivo en la flora del Desierto Sonorense y los matorrales xer6filos
circundantes lo constituyen las plantas anuales o efimeras del desierto (Oyama et al., 2006)
que conforman un grupo diverso de herbaceas cuyo crecimiento responden unicamente a las
lluvias de verano o de invierno (Pefalba et al., 2008).

Jatropha cordata pertenece a la familia de las Euphorbiaceae, es un importante
componente en el matorral espinoso (Fresnedo y Orozco, 2012). Se le puede encontrar por
encima de los 1000msnm sobre pendientes asi como en planicies. Puede confundirse con
Torote (Brusera microphylla) debido a que comparten morfologia similar (Lépez, et al.,
2011). Ademas representa un tipo de arbol presente en el desierto de Sonora que ha
desarrollado un interés significativo para la produccion de biodiesel. Sin embargo, se conoce

poco para hacerla una planta exitosa. (Lopez et al., 2011).

I1.7.1. Clasificacion taxonémica de Jatropha cordata

Esta especie fue descrita por primera vez en 1999 con el nombre de Jatropha cordata,

y es conocida comunmente como Torota o papelillo.
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Tabla 1. Clasificacién taxondmica de la planta Jatropha cordata.

Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Jatropha
Epiteto especifico: cordata
Nombre Cientifico: Jatropha cordata

(Miill. Arg., 1999)

I1.7.2 Descripcion Botanica de Jatropha cordata

11.7.2.1. Arbol de Jatropha cordata

La torota o papelillo (nombre cientifico Jatropha cordata) pertenece a la familia
Euphorbiaceae y es una planta lefiosa que crece en regiones de zonas aridas y semiaridas, llega

a medir entre 8-12 m de altura (Lopez et al, 2011).

La especie de Jatropha cordata es un arbol (Fig. 3) que en algunos lugares llega a

alcanzar hasta 10 m de altura; usualmente de aspecto mas alto que ancho, de madera suave y
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semi-suculenta y de ramas pequefias flexibles. Posee un tronco bien desarrollado, la corteza
desprende laminas delgadas como papel, estas ldminas se aprecian mejor en las estaciones de
invierno y primavera (Lopez et al., 2011). Presenta una superficie interior rojizo y el rojo-oro
de la corteza recién expuestos los distingue de las especies del género Bursera (Gonzalez et

al., 2012).

Figura 3. Arbol de Jatropha cordata, en etapa seca y de floracion, en el cerro de las Viboras,

Hermosillo, Sonora
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I1.7.2.2. Usos practicos del arbol de Jatropha cordata

La corteza del arbol desprende pliego las cuales suele ser utilizada como un jabon que
desprende aroma, ademds de ser atractivo para uso artesanal de algunas comunidades
indigenas, suele ser utilizada por los indios Yaquis y Mayos para formar una famosa artesania
llamada “pascola”, también es usada por su madera blanda para hacer artesania caracteristicas

en danzas ceremoniales (Lopez et al., 2011).

I1.7.2.3. Hojas, flores y fruto de Jatropha cordata

El arbol de J. cordata presenta hojas ovado-cordadas, crenadas, glabras, lustrosas de
1.5 a 45 cm de ancho y de 2.5 a 6 cm. de longitud (Fig. 4). El arbol tiene un follaje
caducifolio; hojas simples alternadas, linear-lanceoladas u oblongas, de 5 a 18 cm de largo,
asimétricas (Lopez et al., 2011). El borde de la hoja tiene una pequefia vejiga muy

caracteristica que resalta de su borde aserrado (Sanchez, 2006).

Las flores presentan un color entre blanco a rosa (Fig. 4), urceolada de 4 mm de largo,
en paniculas; flores en racimos floridos de 3 a 10 cm, pedunculos y pedicelos pequefios,
sépalos frescos de 1.5 a 2.5mm; éstos Ultimos se encuentran unidos en la base. La corola es de
6 a 8§ mm, con un tubo rosa o blanco; 8 estambre con glandulas basales tan largas como las
anteras (Fig. 4). La floracion se lleva a cabo en la etapa de verano (meses de Junio-Agosto)

(Lopez et al., 2011).

El fruto es alargado y pedicilado de 7 a 18 mm que contiene una o hasta tres semillas

en estado de maduracion (Fig. 4); ademas la pulpa traslicida contiene saponina (Alday, 2011).
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Figura 4. Estructuras principales de Jatropha cordata. A) Hoja, B) Flores y C) Fruto.

11.7.2.4. Semilla de Jatropha cordata

La semilla se forma a partir del rudimento seminal, localizado en el ovario de las
flores, tras producirse la fecundacion por los granos de polen (Molist et al., 2011). La semilla
representa una cadena interminable que asegura la vida de su especie, asi como proporcionan
alimento a la humanidad, animales y otros seres vivos, ademas de ser materia prima para

diversos productos empleados por el hombre (Gonzalez et al., 2004).

El bidlogo W. Heydecker dice: "la semilla es el principio y el fin, simboliza la

multiplicacion y la dispersion, la continuacion y la innovacion, la sobrevivencia, la renovacion
e . . . .

y el renacimiento". A la semilla de esta especie no se le atribuye un uso propio para el humano

(Fig. 5A), aunque estas semillas no son téxicas para consumo, no tienen ningun beneficio de

alimentacion ni uso medicinal (Lopez et al.,, 2011).
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Figura 5. Semilla de Jatropha cordata A) Semilla completa, B) Cascara de la semilla C) Testa

de la semilla.

I1.7.2.4.1. Propiedades fisicas de la semilla de Jatropha cordata

Generalmente se encuentran 2 semillas en cada fruto en estado de maduracion, son de
forma ovoide de 9 a 10mm, son ligeramente de coloracién café oscuro. Segun estudios la

semilla tiende a tener un peso aproximado de 0.38g (Alday, 2011; Lopez et al., 2011).
La relacién almendra: cascara es de 1:1.5, la almendra posee 46.6% del total de la
semilla en comparacion a la cascara que posee el 53.4% (Fig. 5B y 5C). La almendra o testa

tiene una coloracion blanca o color crema mientras que la cascara presenta una coloracion café

oscura (Alday, 2011)

II. 7.2.4.2. Composicion quimica de la semilla de Jatropha cordata

La composicion quimica de las semillas de J. cordata es variable. Se puede hablar por

un lado de un conjunto de compuestos que esta presente en todos los tejidos y por el otro de un
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conjunto de compuestos de almacenamiento de reservas que estd presente en las semillas en

grandes cantidades (Alday, 2011)

De acuerdo a los reportes de Gamez (2012) acerca de la composicion quimica de las
semillas de J. cordata, los valores de acuerdo a sus componentes fueron los siguientes:
humedad 4.91%, importante factor en lograr el éxito y proceso de germinacion (Bewley y
Black, 1982); grasa 34.76% al igual que la proteina 22.18%, dos componentes muy
importantes en la semilla, ya que estos tienen la funcién de ser compuestos de reservas de
nutrientes (Peralta, 2010). Se tiene registro de que en menor porcentaje la semilla esta
compuesta de cenizas con 5.04%, fibra con un 7.3%, y materia libre de N2 con 25.81% este
ultimo indica que posee un buen porcentaje del principal nutriente para el crecimiento de las

plantas (Gamez, 2011).

La composiciéon quimica de las semillas estd determinada genéticamente pero las
cantidades relativas pueden variar en funciéon de factores ambientales como la presencia de

nutrientes minerales o el clima (Gallegos et al., 2011).

I1.8. Los acidos grasos

Los acidos Grasos (AG) son acidos monocarboxilicos alifaticos que pueden liberarse
por hidrolisis de las grasas naturales (Fennema y Tannenbaum, 2000), se encuentran,
raramente libres, y casi siempre esterificando al glicerol y eventualmente a otros alcoholes.
Son generalmente de cadena lineal y tienen un nimero par de atomos de carbono. La
conformacion de un AG es por un grupo carboxilo en la parte terminal y un grupo metilo en el
otro extremo (Guevara, 2011) como se puede apreciar en la figura 6. Son de importancia en
los lipidos, ya que son los componentes principales de triglicéridos, diglicéridos

monoglicéridos, esteres de esterol y fosfolipidos (Fennema y Tannenbaum, 2000).
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I1.8.1 Clasificacion de los acidos grasos

En la naturaleza se pueden encontrar diversas formas de estructuras de los AG, por lo
tanto se han clasificado por el nimero de carbonos e insaturacion de tal manera que sea mas
perceptible. La longitud de la cadena va desde los cuatro carbonos del acido butirico a los 35
del acido ceropléstico. (Fennema y Tannenbaum, 2000). Teniéndose en cuenta el grado de

insaturacion que presentan los AG se clasifican de la siguiente manera:

o Saturados: Los enlaces de carbono se encuentran enlazados con 4tomos de
hidrogeno y no presentan algun doble enlace en su estructura, son de ligadura simple entre C-
C (Voet et al., 2006). Estos AG se encuentran de 4 a 22 carbonos y los principales son: acido
butirico, acido palmitico y acido laurico (C12:0) entre otros. Los &cidos grasos saturados mas
comunes son los de 14, 16 y 18 atomos de carbono. Dada su estructura, los &cidos grasos
saturados son sustancias extremadamente estables desde el punto de vista quimico (Fennema y

Tannenbaum, 2000).

o Insaturados: Se caracterizan por poseer dobles enlaces en su configuracion
molecular. Estas son facilmente identificables, ya que estos dobles enlaces hacen que su punto
de fusién sea menor que en el resto de las grasas. Se presentan como liquidos y son lo que
llamamos aceites. Estos acidos grasos insaturados, se dividen a su vez en dos categorias: acido

graso monoinsaturado y acido graso polinsaturado (Fennema y Tannenbaum, 2000).
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o Monoinsaturados: Al igual que los acidos grasos saturados, los AG insaturados

pueden denominarse partiendo del nombre de hidrocarburos insaturados que posean (Fennema
y Tannenbaum, 2011). Son cadenas de atomos de carbono que tiene un solo doble enlace.
Estos AG tienen la presencia de 16 a 22 carbonos. Los AG monoinsaturados mas comunes
son: acido palmitoleico (C16:1 n7), 4acido oleico (C18:1 n9) y acido erucico (C22:1 n9) (Voet
et al., 2000).

o Poliinsaturado: éstos estan formados por 2 o mas dobles enlaces en su

estructura molecular (Voet ef al., 2006).

I1.8.2. Nomenclatura de los acidos grasos

Para facilitar la comprension de la nomenclatura de los 4cidos grasos, éstos utilizan el
alfabeto griego para la identificacion de la ubicacion de los dobles enlaces. Comenzando la
numeracion con el grupo carboxilo, en letras arabigas, como el carbono nimero uno (Ci), el
carbono alfa (a) es el carbono adyacente, de tal manera que, el Gltimo carbono correspondiente

a la cadena es representado como carbono omega (£2).

I1.8.3. Sintesis de acidos grasos

La célula necesita de elementos energéticos para llevar a cabo su Optimo
funcionamiento y una vez que adquiere la concentracion de sustratos oxidables elevada, éstos
ultimos son almacenados en forma de triacilglicéridos. Los triacilglicéridos son importantes en

la célula y en general en los organismos como reserva energética (Vazquez, 2003).
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La primera parte de este proceso, es la sintesis de acidos grasos (AG) (Fig. 7), la cual
se efectia a partir de acetil-CoA, ATP y el poder reductor del NADPH proveniente del ciclo
de las pentosas fosfato y otros sistemas generadores (Voet et al.,2006). En presencia de exceso
de glucosa el acetil-CoA se deriva a la sintesis de AG, de manera que la carboxilacion del
Acetil- CoA proporcione un precursor, Malonil-CoA, entonces se lleva a cabo reacciones
quimicas donde actuaran enzimas involucradas a la sintesis de AG y en posteriores ciclos van
anadiéndose grupo de dos atomos de carbonos hasta llegar al palmitato, punto final de la
sintesis. (Rodriguez, 2015) De este punto el palmitato o acido palmitico se convierte en el
precursor de otros acidos grasos, mediante reacciones de elongacion (Adicion de dos atomos
de carbono) que ocurren primeramente en el Reticulo Endopldsmatico (RE), donde las cadenas
estan unidas a CoA en vez de ACP, los sustratos son los acidos grasos de 10 atomos de
carbono y acidos grasos insaturados y Elongacién mitocondrial (Voet et al.,2006) y la
desaturacion de los acidos grasos (proceso por el cual se adiciona un doble enlace en la
cadena) se lleva a cabo en el RE liso y es regida por la enzima oxidasa que tiene funciones

mixtas (Rodriguez, 2015).
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Tabla 2. Nomenclatura de algunos acidos grasos comunes.

N° de Nombre Nombre Simbolo Estructura
C comun: Sistematico:
Acido Acido
4:0 Butirico Butanoico B CH3(CH2).COOH
6:0 Caproico Hexanoico H CH3(CH2)sCOOH
8:0 Caprilico Octanoico Oc CH3(CH2)sCOOH
10:0 Céprico Decanoico D CH3(CH2)sCOOH
12:0 Laurico Dodecanoico La CH3(CH2)10COOH
14:0 Miristico Tetradecanoico M CH;3(CH2)12COOH
16:0 Palmitico Hexadecanoico P CH3(CH2)14COOH
16:1  Palmitoleico 9- Po CH3(CH2)sCH=CH(CH);COOH
Hexadecanoico
18:0 Estearico Octadecanoico St CH3(CH2)16COOH
18:1 Oleico 9-Hexanoico O CH3(CHz);CH=CH(CH2)7COOH
18:2 Linoleico 9,12- L CH3(CH2)sCH=CHCH,CH=CH-
Octadecadienoi (CH2);COOH
co
18:3 Linolénico 9,12,15- Ln CH3CH,CH=CHCH>CH=CHCH>-
Octadecatrienoi CH=CH(CH»);COOH
co
20:0  FEicosanoico Araquidico Ad CH3(CH2)1sCOOH
20:4  Araquidonic 5,8,11,14,- An CH3(CH2)sCH=CHCH;CH=CHCH>
0 Eicosatetraenoi CH=CHCH;CH=CH(CH2); COOH
co
22:1 Erucico 13- E CH3(CH2);CH=CH(CH2)1:COOH
Docosenoico

En la siguiente imagen (figura 7) se observa el proceso de la sintesis de acidos grasos que

ocurre a través de la condensacion de unidades de dos carbonos (Vazquez, 2003).
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Figura 7. Esquema general de la sintesis metabdlica de los 4cidos grasos (Tomado de Ye et al.,

2003).



I1.8.4. Importancia de los Acidos Grasos en la industria

Actualmente ha llamado mucha la atencion los acidos grasos n-6 y n-3, precursores del
acido linoleico (18:2 n-6) y el acido alfa-Linolénico (18:3 n3). Dichos acidos grasos sufren
desaturaciones y elongaciones, produciendo diversos metabolitos de suma importancia en las

funciones biologicas (Guevara, 2011).

Algunas plantas oleaginosas, que tienen como principal caracteristica el acumular
aceite como fuente de reserva en semillas y frutos, son requeridas para la elaboracion de
articulos asi como de uso en la alimentacion. Cada especie oleaginosa genera un tipo de aceite
con distinta concentracion y calidad de acidos grasos. Los aceites de oleaginosas presentan un
alto contenido de 4cidos grasos mono y polinsaturados (Fennema, 2000). Los 4cidos grasos
como el oleico y linoleico que tienen presencia en el aceite son utilizados en la fabricacion de
distintos productos industriales como lubricantes, jabones, cosméticos, textiles, plasticos,
adhesivos insecticidas, pinturas, tintes entre otros. Ademas el aceite es una alternativa
potencial para la obtencion de energia renovable de manera rentable, al obtenerse un alto
rendimiento que varia entre 43 y 59 %, dependiendo de la variedad de las semillas que se

utilice (Pabon y Hernandez, 2012).

Segin Kumar y Sharma (2008), el aceite proveniente de la semilla de J. curcas, que es
caracteristico por poseer alto contenido de 4cidos graso oleico y linoleico constituyendo del 72
al 80% el contenido total de acidos grasos (Galaz, et al 2012), fue usado en motores en Africa
en la Segunda Guerra Mundial, en Tailandia fue probado en motores con rendimientos
satisfactorios y se utiliza en la iluminacion de algunas calles cerca de Rio de Janeiro (Kumar y

Sharma, 2008).
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11.9. Biodiesel

A pesar de que el petroleo se acumuld bajo la corteza terrestre por millones de afios
(Penalba et al., 2008), la implementacion del hombre en su consumo lo ha ido rezagando, de
tal manera que en la actualidad este recurso sea escaso. Por lo tanto debido a que la humanidad

ve que este recurso se esta agotando, se han propuesto diversas fuentes de energia renovable

(Chavez et al., 2010).

El biodiesel es un combustible alternativo para el diésel del petroleo, es producido
principalmente por una reaccion llamada transesterificacion; llevada a cabo entre un aceite y
un alcohol en presencia de un catalizador, para obtener los mono-alquil ésteres y glicerol, que

luego se separan y se purifican (Uribe, 2010).

La transesterificacion fue conocida a principios de 1846 cuando Rochieder describio la

preparacion de glicol por etandlisis de aceite de ricino (Meher et al., 2006).

A través de los afios, la generacion de una fuente renovable de combustible ha sido
propuesta como un modelo de innovacion. El biodiesel es 100% biodegradable, ademas se
reduce la contaminacién. Las emisiones netas de Didoxido de Carbono (CO2) y de Didxido
Sulfuroso (SO2) se reducen un 100%. La emision de hollin se reduce un 40 - 60% y las de
hidrocarburos (HC) un 10-50 % y la emision de Monoxido de Carbono (CO) se reduce un 10-
50% (Chavez et al., 2010).

Unidades de plantas de refinacion de aceites comestibles han sido transformadas para
la produccién de biodiesel (Uribe, 2010). Sin embargo, los precios en los costos de produccion
continllan siendo muy elevados, debido a las dificultades por el suministro y un gran
contenido de acidos grasos libres (FFA por sus siglas en inglés Free Fatty Acids) (OCDE-
FAO, 2013).
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En el mundo la produccién de biodiesel es destacado por instituciones como: BDP
(Bioenergy Development Program of Canad4d), PORIM (Palm Oil Research Institute of
Malasia), Coperative Asperhofen - Austria y CENPES/DIPROD del Brasil; en investigacion y
ensayo son lideres las Universidades de Missouri, Iowa, Illinois e Idaho en los Estados
Unidos, Saskatchewan en Canad4a, Gottingen en Alemania y Graz en Austria, ademas de las
instituciones: NBB (National Biodiesel Board), DOE (US Department of Energy), USB
(United Soybean Board) y FPRF (Fats and Proteins Research Foundation) (Chavez et al.,
2010).

De acuerdo a los comentarios anteriores se resaltan los principales productores de

biodiesel del mundo en la Tabla 3:

Tabla 3. Principales Paises Productores de Biodiesel (Chavez et al., 2010).

Paises Productores de Biodiesel Porcentaje
Alemania 63%
Francia 17%
Estados Unidos 10%

Italia 7%
Austria 3%

En base a los estudios de Chavez y colaboradores (2010), los litros de biodiesel
obtenidos por hectareas de cultivos de plantas oleaginosas, pertenecen a plantas de origen
vegetal que son utilizados en el consumo alimenticio tales como coco y aguacate
principalmente, sin embargo, especies de palma y Jatropha también se encuentran con alta

produccion de litros y éstas ultimas no se le atribuyen un uso alimenticio (Chavez et al., 2010).
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Algunas plantas usadas para la produccion de biodiesel son:

- Soja (Glicine max): 420 litros

- Arroz (Oriza sativa): 770 litros

- Tung (Aleurites fordii): 880 litros

- Girasol (Helianthus annuus): 890 litros

- Cacahuate (Arachis hipogaea): 990 litros
- Colza (Brassica napus): 1 100 litros

- Ricino (Ricinus communis): 1 320 litros

- Pifion (Jatropha curcas): 1 590 litros

- Aguacate (Persea americana): 2 460 litros
- Coco (Cocos nucifera): 2 510 litros

- Cocotero (Acrocomia aculeata): 4 200 litros

- Palma africana (Elaeis guineensis): 5 550 litros

I1.2.1. Propiedades del biodiesel

Las caracteristicas del biodiesel son las siguientes:
v Combustible limpio.

v Es biodegradable.

v No toxico.

v Alto indice de lubricidad.
v

Libre de azufre y aromaticos.

El biodiesel es un combustible oxigenado (en la Tabla 4 se presenta la formacién
estructural de los acidos grasos asociados al biodiesel) por eso tiene una combustion completa
en comparacion al diésel derivado del petroleo y produce menos gases contaminantes. Tiene
un punto de inflamacidn relativamente alto (150 °C) que le hace menos volatil que el diésel

del petroleo y es mas seguro de transportar (Montafio, 2010).
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Tabla 4. Formula estructural para los acidos grasos presentes en el biodiesel.

Acidos Grasos Carbonos y Estructura quimica
dobles enlaces (= denota los dobles enlaces)
Caprilico C8 CH3(CH2)sCOOH
Caprico C10 CH3(CH2)sCOOH
Laurico Cl12 CH3(CH2)10COOH
Miristico Cl4 CH3(CH2)12COOH
Palmitico Cl16:0 CH3(CH2)14COOH
Palmitoleico Clé6:1 CH3(CH2)sCH=CH(CH2);COOH
Estearico C18:0 CH3(CH2)16COOH
Oleico C18:1 CH;3(CH2);CH=CH(CH2);COOH
Linoleico C18:2 CH3(CH2)sCH=CHCH,CH=CH(CH_);C
OOH
Linolénico C18:3 CH3(CH2)»CH=CHCH,CH=CHCH,CH=
CH (CH2)7COOH
Araqidico C20:0 CH3(CH2)1sCOOH
Eicosenoico C20:1 CHj3(CH2);CH=CH(CH2)9COOH
Beénico C22:0 CH3(CH2)20COOH
Euricico C22:1 CH;3(CH2);CH=CH(CH2)11:COOH

I1.10. Expresion de Genes

La expresion génica es dindmica, y el mismo gen puede actuar de diferentes maneras
en diferentes circunstancias. No todos los genes se expresan, sino que en cada tipo celular y en
cada momento funcional hay un perfil de expresion génica que proporciona a cada célula su
identidad y le permite adaptarse a las funciones que debe realizar (FIBAO, 2007). Los
procesos de regulacion de la transcripcion dirigen esta expresion diferencial de genes en los

distintos tipos celulares y en los distintos estados funcionales. Estos genes que muestran

28



diferencias en su expresion suelen estar implicados con mecanismos que alteren la

funcionalidad correcta en la célula (Oliva y Vidal, 2006).

El analisis de expresion diferencial es uno de los analisis mas utilizados para expresion
génica, nos permite localizar genes que se expresan diferente entre los experimentos y ver en
qué se diferencian entre si las diversas muestras (Canizares, 2010). En cambio los analisis de
expresion temporal indican la tasa de expresion de los genes a una sefal reguladora

(Nicholson, 2008).

Los patrones de expresion espacio-temporales de transcritos han resultado muy utiles
en la inferencia funcional de los genes que codifican para factores transcripcionales y estos
pueden regirse por 3 tipos de respuesta (Pérez y Alvarez 2009), la primera se caracteriza por el
aumento de la tasa de expresion génica que depende de la presencia continua de la sefal
inductora (factor de desarrollo), la segunda caracterizada por la elevada tasa de expresion
génica que es temporal aun con la presencia continua de la sefial reguladora (de sensibilidad-
recuperacion) y la tercera respuesta se observa en presencia de la sefial reguladora como una
tasa elevada de la expresion génica que persiste de manera indefinida aun después de la

terminacion de la sefal (alteracion irreversible) (Curtis et al., 2008).

I1.11. Estudios Moleculares Relacionados en la Sintesis de Acidos Grasos

En estudios previos con Jatropha curcas L., se utilizaron semillas disecadas para
recoger el endodermo, a estas semillas se les realizé un proceso de limpieza, remojo y también
de germinacion para obtener el nivel bioenergético del aceite de la semilla (Costa et. al.,
2010). Para llevar a cabo se realizo el aislamiento de ARN a partir de los endospermos en
desarrollo (JD) a los 19, 26, 33 y 40 dias después de la polinizacion y de los endospermos de
germinacion (JG) a los 24, 36, 48 y 72 horas después de la inhibicion en semillas de J. curcas,

ademas cada marcador de secuencia expresada (EST por sus siglas en inglés expressed
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sequence tag) fueron secuenciadas con el primer M13F con el fin de buscar secuencias
putativas codificadoras. En el estudio se obtuvieron 20 genes mas expresados en JD, de los
cuales los mas importantes son: 3 genes pertenecen a la globulina 11S (Contigl53, Contig 81
y Contig 818) y 1 gen codifica para una aspartil proteasa (Contig254), que son conocidos por
estar involucrados en el procesamiento de proteinas (Voigt, 1997). Tres genes que codifican
para el inhibidor de la proteinasa de la cisteina (Contigl 184, Contig515 y Contigl058) que se
conocen estar involucrados en la movilizaciéon de las proteinas durante la germinacion
(Grudkowska y Zagdanska, 2004) y un gen mas del inhibidor de la proteinasa de la cisteina
(Contig724) involucrado en el control espacial y temporal de la movilizacion de la proteina de
cisteina en el almacenamiento durante la germinacion de la semilla (Moslov et al., 2005). El
Contigl038 también mostrado como importante en relacién a la ruptura de las reservas de
aceite y de hidratos de carbonos, como acetil-CoA C-aciltransferasa. En el estudio se
contribuy6 con la anotacion de secuencias de ESTs durante el desarrollo y germinacién de la

semilla de J. curcas (Costa et al., 2010).

También se ha llevado a cabo un estudio donde se analizaron los perfiles de expresion
temporal de 21 genes que codifican a lipidos involucrados en 5 diferentes etapas de las vias
que conducen a la sintesis de acidos grasos y triglicéridos (TAG) dentro de semillas de
Jatropha curcas en desarrollo. Ello, usando la tecnologia de PCR tiempo real (Xu et al.,
2011). El andlisis se llevo a cabo también en las hojas y en las puntas de las raices de J.
curcas. En este estudio los 21 genes presentaron diversos patrones de expresion temporal
durante el desarrollo de la semilla, 17 genes (cGPDH, DGATI, heteroACC, HomoACC,
KASI, KASII, KASIIL, LPAT, Mitou3, Olel, Ole2, PAP, PDAT, PDCEla, PDCE1b, PDCE2
y pGPDH) fueron expresados en el desarrollo de la semilla, en particular los genes
mayormente inducidos fueron Olel y Ole2. Solo 4 genes (Chlou3, Chlou6, DGAT2 y pGPAT)
tenian menor induccion en el desarrollo de la semilla que en la hoja. Los 21 genes mostraron
alta relacion de expresion, lo que indica que presentan una fuerte diferenciacion temporal

durante del desarrollo de la semilla (Xu, et al., 2011).
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Ademas también se ha utilizado a la planta modelo Arabidopsis thaliana donde se han
reconocido las funciones de las enzimas ACP, KASI, KASII, SAD, SADI, D9SD, en la
produccioén del acido oleico y FAD2-1, FAD2-2 y FADG6 en la produccion de acido linoleico,
todas estas enzimas involucradas en la ruta metabolica de la sintesis de acidos grasos (Ye et

al., 2013).

También se ha llevado a cabo el silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) una
alternativa atractiva ya que permite la investigacion de las funciones de genes sin la
transformacion de plantas (Ye et al. 2009). Aunque en Jatropha no se sabe que infecte el virus
de cascabel del tabaco (TRV), los autores encontraron que este virus era capaz de infectar a
Jatropha; en consecuencia, se utilizé el sistema de TRV para VIGS en Jatropha. Basado en el
perfil de acidos grasos y expresion génica de Arabidopsis, se propuso un modelo de trabajo
con cinco genes funcionales importantes en la via de la sintesis de acidos grasos de las
semillas de J. curcas. Se utilizaron algunos genes que codifican para acidos grasos desaturasas
que fueron utilizados para silenciar la expresion del gen que codifica para la enzima encargada
de la sintesis del 4cido linoleico, entre los cuales estan FAD2-2 y FADG6, sin embargo el gen
FAD?2-1, es el principal para el control del contenido de 4cido oleico (Gu et al., 2012). Ademas
los genes ACP (proteina transportadora de acilo) y SAD! (estearoil- ACP desaturasa) son otros
genes importantes en la regulacion del contenido de 4cidos grasos saturados también utilizados
en este estudio. Con esta manipulacion la concentracion de acidos grasos saturados aumentan

en el aceite de la semilla de J. curcas (Ye, et al., 2013).

La semilla de la planta de Jatropha curcas contiene un 42 % de aceite el cual tiene
propiedades fisicoquimicas semejantes a la de los aceites comestibles y no es toxico, como
otros aceites (Cruz et al., 2006). Se tiene en cuenta que el biodiesel con alto contenido de
acidos grasos monoinsaturados, poseen las condiciones Optimas con respecto a la calidad de
ignicion, emisiones de 6xidos de nitrégeno y estabilidad del combustible ademas de brindarle
mayor estabilidad oxidativa al aceite (Chavez, et al., 2010). En Jatropha curcas el 4cido graso
con mayor abundancia es el 4cido linoleico, el cual tiene dos dobles insaturaciones. Aunque se

considera que el acido oleico, con una doble insaturacion, debe ser el acido graso mas
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abundante de acuerdo a que las desaturaciones reducen la estabilidad del mismo y afecta el

numero de cetano (Ye et al., 2013).

I1.11.1. Genes asociados a la sintesis de acidos grasos

11.11.1.1. Genes involucrados en la sintesis de acido linoleico

El gen FAD2-1 (Fatty Acid Desaturase), estd involucrado en la sintesis de acido
linoleico, se expresa solo en la semilla en desarrollo en el género Jatropha y su nivel de
expresion aumenta en gran medida cuando se induce la biosintesis de aceite (Williams, 1997).
Son enzimas desaturasas que regulan la insaturacion de los acidos grasos a través de la

introduccion de dobles enlaces entre los carbonos definidos de la cadena de acilo graso (Gu et

al., 2012)

Un estudio reciente demostré que a menor regulacion de FADZ2-1 en Jatropha curcas
por la tecnologia de ARN de interferencia causdé un aumento dramatico de 4cido oleico (>
78%) y una reduccion correspondiente en acidos grasos poliinsaturados (<3%) en el aceite de

las semillas (Gu et al., 2012).
El gen FAD2-2 (Fatty Acid Desaturase) estd asociado con la sintesis del éacido

linoleico, el cual codifica para la enzima de la familia desaturasa, la mas importante en la

sintesis de 4cidos grasos y especialmente en la semilla (Ye et al., 2013).
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I1.11.1.2. Genes involucrados en la sintesis de acido oleico

El gen DISD (Delta 9 Estearoil-acilo Desaturasa), involucrado en la produccion de
acido oleico en la semilla. Este gen es codificador de la enzima Estearoil- ACP Desaturasa
(D9SD), la cual convierte estearoil-ACP a oleoil-ACP en la ruta de sintesis de 4cidos grasos
(Habib et al., 2000). Esta enzima se ha aislado y secuenciado en plantas productoras de aceite

como la colza y cartamo (Habib et al., 2000).

El gen KASII B-cetoacil ACP sintasa Il, tiene la funcion de codificar para la enzima
que actlia en la elongacion de la cadena de carbono, esto se lleva a cabo en la elongacion final
de C16:0 (Ac. Palmitico) a C18:0 (Ac. Estearico). Este gen codifica para la enzima B-cetoacil
ACP sintasa II y se ha utilizado para mejorar la produccion y la acumulacion de acidos grasos
de cadena muy larga (VLCFA) principalmente en cultivos de oleaginosas. La enzima KASII
participa en el ciclo de extension de la cadena en el séptimo carbono durante el desarrollo de

la semilla (Costa et al., 2010).

El gen ACPI que codifica para la proteina portadora de acilo, se desarrolla actuando
como una proteina acida, siendo ésta el cofactor en la ruta metabdlica de la biosintesis de
acidos grasos vegetal (Branen et al., 2001). La proteina portadora de acilo (ACP) es un
cofactor importante para la biosintesis de 4cidos grasos en todos los organismos vivos
(Ohlrogge, 1987). Es una pequefia proteina acida de 9 kD con un residuo conservado que se
conecta a través de un enlace fosfodiéster a un grupo prostético 4-phosphopantetheine. El
grupo fosfopanteteina se une a acidos grasos por medio de un enlace tioéster. De este modo, la
ACP es capaz de transportar las cadenas de acilo a través de los ciclos de condensacion,
reduccion y deshidratacion, los cuales son los pasos en la biosintesis de 4acidos grasos (Branen,

etal., 2001).
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Figura 8. Ruta metabolica de acidos grasos vegetales (participacion de los genes ACP1, KASII
v DI9SD, FAD2-1y FAD2-2).

El perfil de expresion génica de una célula es una medida de la actividad de miles de

genes simultdneamente, para crear una imagen global de la funcion celular (Rodriguez, et al.,

2006)

Es importante llevar a cabo un anélisis de expresion de genes involucrados en la ruta
de sintesis de acidos grasos de este cultivo de Jatropha para determinar el contenido de aceite,
para conocer la composicion de aceite, para eliminar los compuestos toxicos, para demostrar si
es posible aumentar la tolerancia a la sequia, etc. El contenido de aceite de semilla de Brassica

sp. y Arabidopsis thaliana se ha incrementado por la sobreexpresion de diacilglicerol-acil-
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transferasa, acido lisofosfatidico aciltransferasa y glicerol-3-fosfato- aciltransferasa (Natarajan

etal., 2010).

El silenciamiento de la estearoil-ACP desaturasa incrementa dramdaticamente el
contenido de acido graso saturado (acido estearico) de 1,2% a 32% en Brassica (Knutzon et
al., 1992). Por lo tanto, es posible que el aumento del contenido y la composicion
especializada de aceite de semilla pueda ser aplicado en especies del género Jatropha (Pabon

y Hernandez, 2012).

La ciencia ha proporcionado diversos avances tecnoldgicos que potencian al maximo
los recursos naturales que se nos proveen, por este motivo se han realizado diversos estudios
como silenciar el rol genético de algiin gen en una semilla con el proposito de desarrollar o
aumentar el proceso bioldgico de un acido graso en particular (Gu et al., 2012). Este y otros
estudios se han llevado a cabo en la especie de Jatropha curcas, sin embargo para otras
especies del mismo género Jatropha se tiene escasa informacion y para las especies de
Jatropha que se encuentran en la region de Sonora se encuentra nula informacién en bases

moleculares y poca informacion en otros ambitos.

En base a lo expuesto anteriormente, resulta de alto interés el generar informacion
cientifica para Jatropha cordata, por tal razon, se considerd importante analizar el nivel de
expresion de los genes involucrados en la sintesis de acidos grasos oleico y linoleico y evaluar
el contenido de 4cidos grasos presentes en la semilla de Jatropha cordata. Ademas de tener en
cuenta que esta especie se encuentra accesible en una region arida donde las condiciones para

muchas plantas pueden ser hostiles.
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II. JUSTIFICACION

La gran biodiversidad de México, se debe a su ubicacion latitudinal, por lo cual es
considerado un pais megadiverso (Sarukhan, 2009), el cual alberga del 10 a 12% de las
especies del planeta (CONABIO, 2000), lo cual lo convierte en uno de los paises con mayor
diversidad bioldgica en el mundo. En el ambito botanico, México cuenta con el 10% de las
especies de plantas superiores del planeta, de las cuales mas del 40% de ellas son de habitats

exclusivos del territorio nacional (Sarukhan, 2009), es decir endémicas para el pais.

Se cuenta con 826 especies de plantas en México, de las cuales 45 especies pertenecen
al género Jatropha (CONABIO, 2012), dentro de este género la especie Jatropha curcas,
propia de regiones tropicales y subtropicales, es la mas estudiada por ser una fuente alternativa
de biodiesel debido a su alto contenido de aceite. Sin embargo, existen especies adaptadas a
regiones aridas y semiaridas (Fresnedo y Orozco, 2012), que han sido poco estudiadas y entre

las cuales se encuentra la especie de Jatropha cordata.
Por lo anterior en el presente trabajo se pretender analizar el nivel de expresion de los

genes involucrados en la sintesis de acidos grasos oleico y linoleico y evaluar el contenido de

acidos grasos presentes en la semilla de Jatropha cordata.
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IV. HIPOTESIS

La expresion de los genes ACPI, KASII, D9SD, FAD2-1 y FAD2-2 que estan
involucrados en la sintesis de los acidos oleico y linoleico, estd relacionada con el contenido

de 4cidos grasos presentes en la semilla de Jatropha cordata.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Analizar la expresion de los genes involucrados en la sintesis de los acidos grasos

oleico y linoleico presentes en las semillas de Jatropha cordata.

V.2. Objetivos Especificos

1. Determinar el perfil de 4cidos grasos presentes en la semilla de Jatropha cordata.

2. Evaluar la expresion de los genes D9SD, ACPI y KASII involucrados en la sintesis

de 4cido oleico en semillas de J. cordata por medio de RT-PCR semi-cuantitativo

3. Evaluar la expresion de los genes FAD2-1 y FAD2-1 involucrados en la sintesis de

acido linoleico en semillas de J. cordata por medio de RT-PCR semi-cuantitativo
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Material Biologico

Se realizaron revisiones del desarrollo de la semilla asi como colectas de las mismas en
un punto sur de la ciudad de Hermosillo-Sonora (México), en un lugar conocido como el
Cerro de las Viboras (28°59°26.4”N 110°56°39.7”W) durante los meses de Agosto-Octubre
del 2013 para la obtencion de semillas de Jatropha cordata. El material colectado fue
limpiado, se quito la cascara y posteriormente se almacend a temperatura ambiente (25°C) y a
-80°C hasta realizar los analisis correspondientes. Por otro lado se utilizd como referencia la
semilla no toxica de J. curcas, proveniente del estado de Veracruz, la cual fue proporcionada

por el Dr. Jorge Martinez Herrera.

VI1.2. Caracterizacion Fisica de la Semilla de Jatropha cordata

Se registraron en promedio 95 semillas en estado maduro, de las cuales se determin6 la
forma que poseian y cantidad de semillas que tenia el fruto, asi como también se estimd el

peso, largo y ancho de cada una.
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V1.3. Perfil de Acidos Grasos

VI1.3.1. Extraccion de aceite y obtencion de pasta residual

1. Primeramente se descarifico la cascara de la semilla de J. cordata, de manera que se
llegue a la parte final que es la testa de la semilla.*
* Proceso cuidadoso sin llegar a lastimar la capa externa de la testa. Se tomo peso y

medida de la testa a moler.

2. La molienda consistio en triturar en una licuadora (Osterizer, Modelo 4122,
México), lo mas fino posible la semilla, y contener el polvo en un vial en refrigeracion. Si el

proceso es continuo no es necesario refrigerar.

3. Se utilizé una extraccion en frio con hexano, como sustancia para extraer el aceite,
de 15 g de semilla de Jatropha cordata, siguiendo el procedimiento sugerido por Yilmaz y

Toledo (2004) con modificaciones, tales como la relacion muestra-solvente de 1:6 g/mL.

4. Se mezclod la sustancia con el polvo de la semilla, en un agitador magnético por 2
horas, llevandose a cabo dos extracciones en el mismo lapso de tiempo. Se obtuvo el

contenido que posteriormente se evaporo para obtener solo el aceite.

5. Posteriormente se realizd una filtracion al vacio para separar los solidos de la
muestra y se almacend en refrigeracion.*
*La pasta residual se dejo descubierta para la eliminacion de hexano y se almacen6

para tratamientos posteriores.

6. La muestra fue tratada en rotavapor (Labconco, Modelo 78892-00) a 45°C para la

eliminacion de hexano de la muestra.
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7. Finalmente, se reflujo con nitrégeno el aceite obtenido del paso anterior para

eliminar el hexano remanente y poder continuar con el proceso de metilacion de acidos grasos.

V1.3.2. Metilacion de acidos grasos

Las muestras de aceite fueron saponificadas y metiladas en base al procedimiento de la

AOCS (Ce 2-66), para la determinacion del perfil de acidos grasos.

VI1.3.3. Cromatografia de gases

Una vez preparados los metil-ésteres de acidos grasos provenientes de los aceites de J.
cordata y J. curcas, se procedid a inyectar la muestra en el cromatdgrafo de gases. Los metil-
¢ésteres de acidos grasos fueron analizados en el cromatografo de gases Agilent 7890A Series
(Agilent Technologies), utilizando un detector de ionizacion de flama y equipado con una
columna capilar SP-2560 (100m x 0.25 mm i.d., 25 mm; Supelco Bellefonte, PA, USA). El
gas acarreador fue el nitrégeno. Se llevo a cabo un programa de temperatura de 180°C a
220°C y tanto la temperatura del inyector como la del detector fueron de 250°C. La

cuantificacion se realizé tomando a C17:0 como estandar interno.

VI1.4. Molienda de la Semilla de Jatropha cordata

Para llevar a cabo la utilizacion del material biologico, se realizd un pool (agrupacion

de semillas) de todas las semillas colectadas en campo de diversos individuos de la especie J.

41



cordata. El objeto de realizacién de un pool es para implementar la agrupacion de alelos
unicos presentes en el material genético de la totalidad de los individuos existentes en dicha
poblacion. Ademas de que realizando un pool se amplia la diversidad genética que esta

asociada con grandes poblaciones de individuos (IPGRI, 2004).

En esta fase, la molienda se llevara a cabo en morteros, previamente desinfectados y
horneados a 260°C. Después dejandolos en reposo, y posteriormente se llevaran a guardar a -

80°C.

VI.5. Extraccion de RNA total

Para la extraccion de ARN total de las semillas de J. cordata, se empled hielo seco en
la base del mortero. Las semillas se encontraban previamente almacenadas a -80°C. Se
trituraron las testas de la semilla de Jatropha cordata y el contenido se vertiéo dentro de un
tubo eppendorf 1.5 con 1 mL de TRIzol ® Reagent (Invitrogen).

Se utiliz6 el reactivo TRIzol ® Reagent (Invitrogen) que sirve para aislar el ARN total
a partir de muestras de células y tejidos, en este caso fue a partir de semillas. Se siguieron las

indicaciones del fabricante de la siguiente manera:

VI.5.1. Fase de separacion

1. El proceso de separacion de fases consistio en incubar la muestra durante 5 minutos

a temperatura ambiente para permitir la disociaciéon completa del complejo de nucleoproteina.

2. Se afiadio 0,2 mL de cloroformo por 1 mL de reactivo TRIzol ® utilizado para la

homogeneizacion.
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3. Después se llevo a cabo un agitamiento y se dejé incubando de 2-3 minutos a

temperatura ambiente.

4. Se centrifugd la muestra a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se retir6 el

sobrenadante de la muestra.

5. Se coloco el sobrenadante a un tubo nuevo y se continud con el procedimiento de

aislamiento de ARN total.

VL.5.2. Precipitacion de ARN total

1. De acuerdo al protocolo del reactivo TRIzol ® se afiadi6é 0,5 mL de isopropanol al

100% de la fase acuosa, por 1 mL de reactivo TRIzol ® utilizado para la homogenizacion.

2. Se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. La muestra entonces estuvo

lista para centrifugar a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

V1.5.3. Lavado de ARN total

1. Se elimino el sobrenadante del tubo, dejando sélo el precipitado del pellet. Se lavo el
sedimento, con 1 mL de etanol al 75 % por 1 mL de reactivo TRIzol ® utilizado en la

homogenizacion inicial.

2. Luego se centrifugd el tubo a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C.
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3. Se descarté el lavado. Se secod el precipitado de ARN durante 5-10 minutos a

temperatura ambiente.

VI1.5.4. Resuspension de ARN total

1. Seresuspendio el pellet de ARN en agua libre de ARNasas estéril (20-50 uL).

2. Posteriormente, se procedi6 a guardar las muestras a -80°C para su futuro uso.

VI1.6. Cuantificacion de ARN total

Se llevo a cabo la cuantificacion de las muestras de ARN total en el espectrofotometro
Nano Drop 1000 (Thermo Scientific) que permite medir los acidos nucleicos en absorbancia
de 260 y 280nm, en este caso el ARN. Para la cuantificacion del ARN total se tomo6 2 puL de
cada muestra y se cuantificd en el espectrofotometro. Se consideré que la relacion de

absorbancia 260/280 fuera entre el rango >1.8 a 2 aceptado como puro.

V1.7 Integridad del ARN total en gel de agarosa

Para observar la integridad del ARN total se analizo por medio de un gel de

electroforesis, por lo cual se prepar6 un gel de agarosa al 1%.

1. Se peso6 0.5g de agarosa y se depositd en un Matraz Erlen-Meyer de 250mL.

44



2. Posteriormente se le afiadid un volumen de 50mL de buffer TAE 1X estéril.

3. En el matraz Erlen-Meyer e calent6 la mezcla de agarosa con TAE 1X, empleando
un horno microondas (LG) por 1.50 minutos, con 3 agitaciones parciales de 30 segundos en

cada periodo de tiempo.

4. Se enfrid la solucion durante 5 minutos o hasta que la temperatura pueda ser

soportable en la palma de la mano antes de afadir el colorante.

4. Se agrego la cantidad correspondiente de Gel Red (Biotium) (a razon de 3 pl de Gel

Red por cada 100 mL de la mezcla). Después se agito vigorosamente con la mano.

5. Luego se vacio el contenido del matraz sobre la placa de electroforesis previamente
preparada con los sellos acrilicos. Se colocaron los peines de separacion correspondiente para

cada placa. Se dejo solidificar durante 20 minutos.

6. Para preparar el buffer TAE 1X que se vaciard en el tanque de la camara de

electroforesis, se afiadio 20 mL de TAE 50X y se afor6 a 1L con agua.

7. Después del tiempo que se mantuvo solidificando la mezcla, se retiraron los sellos y
se coloco la placa dentro del tanque de electroforesis. Se vertio la cantidad apropiada de buffer
TAEIX estéril, cubriendo discretamente (no mas de Imm de altura) los pocillos del gel de

agarosa.™®

*La Camara debe de estar en total asepsia. Para ello, se limpi6 la cdmara con Benzal al

4%, tomando 20 mL de Benzal en 500 mL de agua estéril.

8. Se retiraron los peines del gel cuidadosamente de tal manera que no se dafien o

rompan los pocillos.
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9. Se cargaron 2ul de muestras de la extraccion de ARN total utilizando 2pl Buffer de

Carga 1X y se depositod aproximadamente 4ul en los pocillos correspondientes.

10. Se realizo la electroforesis conectando la camara de electroforesis a una fuente de

poder a 80 Volts por 35 min.
11. Una vez terminado el proceso, se visualizo el gel de electroforesis en el
fotodocumentador Bio-Imaging System MiniBis pro (Bio America Inc) y se guard6 la imagen

en una unidad portable.

12. Se enjuagd con agua estéril todos los componentes de electroforesis al terminar la

corrida. Esto debido a que pudieran haber quedado restos de sales que dafiarian el equipo.

13. De manera opcional se puede reutilizar el buffer de electroforesis o se elimina

depositandolo en un recipiente de Residuos.

VI1.8. Secuencias de Genes Relacionados a la Sintesis de Acidos Grasos Usados en el

Presente Estudio para Jatropha cordata

En la Tabla 5 se muestran las secuencias de oligonucledtidos que fueron tomadas en

base a la especie Jatropha curcas.
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Tabla 5. Secuencias de genes que codifican para la sintesis de dcidos grasos oleico y linoleico.

Nombre Abreviacion Inicial (Forward)/ Reveso (Reverse)

Acido graso desaturasa FAD2-2 FW:5’-GCAATCAAGCCTATATTGGGC

2-2 RV:5’-CCAGAGAACTCCTCGGTTGG
(Quetal., 2012)

Acido graso desaturasa FAD2-1 FW:5’-CCACCATTCACACTTGGTCAG

2-1 RV:5’-GGTTGAGGAAGGAGGTGGAAG (Qu
etal., 2012)

0-9-esteroil-acilo D9SD F:5’-CCACCATTCACACTTGGTCAG

desaturasa R:5’-GGTTGAGGAAGGAGGTGGAAG (Qu et
al, 2012)

Cetoacil ACP sintasa I KASI/ F:5’-ACAGTCACCTTGTTTTTGTTCC
R:5’-ATGCTAATTTACCCTGATAAGG (Gu et
al.,, 2012)

Proteina trasportadora ACPI F:5°-ACCGTTCAGGAAGCTGCTG

de acilo 1 R:5’-ACATAGTTCACAACAAGATTGC (Gu
etal, 2012)

Gen constitutivo Act F:5’- TGGTTCCACTATGTTCCCTGGTA

Actina R:5’-CTTCATGCTGCTTGGAGCAA

Xuetal., 2011)

V1.9. RT-PCR semi-cuantitativo

Esta técnica permite estudiar la expresion de genes. En primer lugar se extrae el ARN
total de las células en estudio y se separa la fraccion correspondiente al mensajero (ARNm).
Tras purificar el ARN se transcribe a ADN mediante una transcriptasa reversa, por cada

molécula de ARNm se sintetiza una molécula de ADNc monocatenaria que posteriormente se
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ha de convertir en bicatenaria utilizando una ADN polimerasa (Hernandez et al., 1994). De
acuerdo con los protocolos sugeridos se realizd la siguiente metodologia para obtencion de los

productos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés).

V1.9.1. Sintesis de ADNc¢

Se utiliz6 la mezcla de dos Kits, uno es el Kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase
(Invitrogen) y Kit Ilustra Ready-To-Go RT-PCR Beads (G. E.) para la sintesis del ADNc, los
cuales se caracterizan por generar una gran cantidad de copias de ADNc. Una hebra de ARNm
es copiado a ADN complementario (ADNc) mediante una enzima transcriptasa reversa usando

un primer dT (Cortazar y Silva, 2004).

En base a las instrucciones del fabricante del Kit SuperScript™ III Reverse

Transcriptase (Invitrogen) se afiadio los componentes siguientes:

1. La mezcla se afiadi6 a un tubo libre de nucleasas las cantidades y reactivo de la

Tabla 6.

Tabla 6. Reactivos y cantidades del Kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen)

Mezcla de reaccion Cantidad (pL)
10x Buffer 1
DNAsa 1
ARN total de J. cordata Dependiendo del valor cuantificado

El volumen en “pnL” de ARN total para J. cordata, se determind de acuerdo al andlisis
de concentracion de ARN total en la muestra. Se complet6 el volumen con agua, de tal manera

que el volumen final de reaccion sea de 10 pL.

48



2. Segun las indicaciones del kit se incub6 por 15 minutos a temperatura ambiente.

3. Luego se agregd 1 uL de Stop Solution.

4. Por ultimo la mezcla se incub6 por 10 minutos a una temperatura de 70°C.

En base a las instrucciones del fabricante del Kit Ilustra Ready-To-Go RT-PCR Beads

(G. E.) se anadio los componentes siguientes:

1. Después de dar una breve centrifugacion se afiadio las cantidades y reactivo de la

Tabla 7:

Tabla 7. Reactivos y cantidades del Kit [lustra Ready-To-Go RT-PCR Beads (G. E.)

Mezcla de reaccion Cantidad (pL)
Mezcla del Kit SuperScript™ III Reverse 11
Transcriptase (Invitrogen)
Oligo dT (pd(T12-18)). 1
Agua estéril 38

Dejando asi la reaccion final con un volumen de 50 pL.

2. La reaccion de sintesis de ADNc se llevd a cabo utilizando un Termociclador
(NYXTechnik) con el programa RT JAT GE.

3. Para cada reaccion se llevo a cabo una incubacion a 42°C durante 30 min, después

se procedi6 a aumentar la temperatura a 95°C por 5 min.

4. E1 ADNc ahora se puede utilizar como molde para la amplificacion del PCR.
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VI1.9.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es una técnica en biologia molecular que proviene de las siglas en inglés (polymerase
chain reaction) y se basa en el mecanismo de la replicacion in vivo del ADN: el ADN
bicatenario se desenrolla y pasa a ADN monocatenario, se duplica y se vuelve a enrollar
(Tamay et al, 2013). Esta técnica consiste en 3 ciclos repetitivos de desnaturalizacion
(desnaturalizando el ADN por fusion elevada de temperatura con la finalidad de convertir el
ADN bicaternario en ADN monocatenario), uniéon de oligonucleotidos (utilizando primers o
cebadores) y extension de la cadena de ADN (adicién de nucledtidos a partir de primers
utilizando ADN polimerasa como catalizador) (Somma et al., 2006). La implementacion de la

PCR se realiza en base al proceso de ADNc (Herndndez et al., 1994).

La técnica de RT-PCR permite una deteccion de la expresion de ARNm mucho mas
sensible que con Northern blot o con hibridacion in situ. Esta técnica in vitro permite

amplificar una region determinada de ADN (Somma et al., 2006).

El uso del Kit PureTaq Ready-To-Go PCR beads para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) permite mediante las perlas realizar amplificaciones de la region de un gen
determinado utilizando la enzima PureTaq ADN polimerasa que viene incluida en las perlas.

Estas ultimas contienen ~ 2.5 unidades de PureTaq ADN polimerasa, buffer, 10 mM Trsi-HCI,
(pH 9 a temperatura ambiente), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 uM de cada ANTP

V1.9.2.1. Preparacion y cuidados de las perlas de PCR

1. Se tomo un tubo del kit Pure Taq Redy-To-Go PCR beads.
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2. Se examino si la perla se encontraba en buenas condiciones, es decir, si se encuentra
visible en el tubo o si la perla no presentaba alguna deformidad y se prosiguid con el protocolo

segun el manual del Kit.

3. El procedimiento anterior se realizé de la misma manera para todas las muestras.

VI1.9.2.2. Preparacion de los templados para PCR

El templado obtenido de la sintesis de ADNc se diluy6 1:7 en volumen de agua estéril
de alta calidad y se adiciono 1 pL para realizar amplificaciones en un volumen total de 24 pL

de reaccion.

VL1.9.2.3. Determinacion de los parametros de ciclos y temperatura

La temperatura de alineamiento se calculé como se describe de la siguiente manera. El
programa estandar esta compuesto por un ciclo de pre-incubacién de 5 minutos a 95°C, 60
segundo a 94°C, 30 segundos con variaciones de temperatura de 59.6-61.9°C para cada gen
descrito (Tabla 10) y 40 segundos a 72°C para un nimero de ciclos determinados para cada
gen (Tabla 9). Es sumamente importante establecer el nimero apropiado de ciclos, de tal
forma que se ve reflejado en la amplificacion de los productos visibles en el gel de agarosa. El
nimero Optimo de ciclo tiene que estar en el mismo rango para el ARN especifico de interés
(DISD, ACPI, KASII, FAD2-1 y FAD2-2) y el control, que en este caso es la Actina. Las
temperaturas de alineamiento de cada primer fueron probadas mediante un gradiente de

temperatura, aceptando asi la temperatura 6ptima para cada uno.
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VI1.9.2.4. PCR Ready-To-Go Beads

1. Para cada reaccion se le anadio las especificaciones de la Tabla 8.

Tabla 8. Componentes utilizados para la PCR con el Kit PCR Ready-To-Go Beads (G.E.)

Mezcla de reaccion Cantidad (uL)
5 '(Forward) primer 1
3 '(Reverse) primer 1
Templado de ADN¢ 1
Agua estéril de alta calidad 21

2. Los tubos se taparon firmemente, de manera que quede bien cerrado. Se mezcl6 el
tubo suavemente agitando el tubo con el dedo, en algunos casos se realiz6 una centrifugacion

corta, de tal manera que queden todos los componentes en la parte inferior del tubo.

3. Se colocd las mezclas de la reaccion en hielo o en un bloque frio hasta que estén

listos para ser introducidos al Termociclador.

4. Para cada reaccion PCR fue activada por una pre-incubacion a 95°C durante 5 min,
(Figura 9), seguida por 30-35 ciclos que consta de 94°C por 1 min en el proceso de
desnaturalizacion, en el proceso de alineamiento, la temperatura fue de 59.6-61.9°C

(especifica para cada gen) por 30 s y 72°C por 40s en la extension.

5. El perfil de ciclos Optimo para un sistema de PCR dado, vari6 y debio ser
determinado empiricamente para cada gen, por lo que se procedi6 a realizar un gradiente de
ciclos y temperatura utilizando un Termociclador (NYXTechnik) con el programa
JAT GRAD. El nimero de ciclos puede variar de 20 a 40 dependiendo del rendimiento

deseado del producto. Los resultados de ciclado térmico y el rendimiento del producto puede
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variar segin las condiciones de ciclo y termociclador utilizados. Para el analisis de PCR se

utiliz6 un Termociclador (NY XTechnik) con el programa JATROPHA.

6 Se realizo un gradiente de ciclos (Tabla 9) en la alineacion de los oligonucleotidos en

la PCR en un Termociclador (NYXTechnik) para determinacion de cada gen.

Tabla 9. Determinacion de los ciclos para cada gen en la PCR (Reaccion en Cadena de la

Polimerasa).
Gen (Nombre) Abreviacion Ciclos
determinados
Actina Act 30
0-9-esteroil-acilo desaturasa DISD 35
Proteina trasportadora de acilo 1 ACPI 30
Cetoacil ACP sintasa Il KASII 33
Acido graso desaturasa 2-1 FAD2-1 30

7. Se procedid a utilizar el programa JATROPHA en el Termociclador como se

muestra a continuacion en la Tabla 10.

53



Tabla 10. Determinacion de condiciones de temperaturas para la PCR (Reaccion en Cadena de

la Polimerasa).
Temperaturas y Tiempo del ciclo de PCR
Gen (Nombre) Abreviacion Desnaturalizaciéon ~ Alineamiento Extension
Actina Act 94°C (60s) 61.9°C (30s) 72°C (40s)
0-9-esteroil-acilo DI9SD 94°C (60s) 60.2°C (30s) 72°C (40s)
desaturasa
Proteina ACPI 94°C (60s) 59.6°C (30s) 72°C (40s)
trasportadora de
acilo 1
Cetoacil ACP KASII 94°C (60s) 60.2°C (30s) 72°C (40s)
sintasa 11
Acido graso FAD2-1 94°C (60s) 61.9°C (30s) 72°C (40s)

desaturasa 2-1

8. Una vez concluido el proceso de la PCR, se analiz6 la integridad de los productos
en un gel de agarosa al 1% con Gel red, por lo cual se tomd 2 pL de cada muestra y se

depositaron en los pocillos del gel.
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VI1.10. Analisis de los Productos de RT-PCR Semi-Cuantitativo

V.10.1. Analisis de los productos de PCR en gel de agarosa 1%

Se realiz6 un gel de electroforesis, el cual se caracteriza por tener corriente eléctrica
controlada con la finalidad de separar biomoléculas segun su tamafo y carga eléctrica a través
de una matriz gelatinosa de agarosa. Para observar la integridad de los productos de PCR se

realiz6 un gel de agarosa al 1%

1. Se calcul6 la concentracion de agarosa requerida para la evaluacion de la integridad
del PCR. Se prepard un gel de agarosa al 1% con dimensiones aproximadas de 0.5 cm de

grosor.

2. Se pesaron 0.75 g de agarosa de agarosa con un recipiente de plastico en una balanza
analitica. Una vez obtenido los gramos se depositaron en un matraz Erlen-Meyer al cual

posteriormente se le afiadio 75 mL de buffer TAE 1X estéril.
3. En un Matraz Erlen-Meyer de 25 OmL se calent6 la mezcla de agarosa con TAE 1X,
empleando un horno microondas (LG) por 1.50 minutos, con 3 agitaciones parciales de 30

segundos en cada periodo de tiempo.*

3. Se enfrié el matraz con la mezcla durante 5 minutos o hasta que la temperatura

pueda ser soportable en la palma de la mano antes de afiadir el colorante.

4. Se agrego la cantidad correspondiente de Gel Red (Biotium) (a razén de 3 pl de Gel

Red por cada 100 mL la mezcla). Después se agito vigorosamente con la mano.
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5. Luego se vacio el contenido del matraz sobre la placa de electroforesis previamente
colocados los sellos acrilicos. Se colocaron los peines de separacion correspondiente para cada

placa. Se dejo6 solidificar durante 20 minutos.

6. Para preparar el buffer TAE 1X que se vaciard en el tanque de la camara de

electroforesis, se afiadié 20 mL de TAE 50X y se afor6 a 1 L con agua.

7. Después del tiempo que se mantuvo solidificando la mezcla, se retiraron los sellos y
se coloco la placa dentro del tanque de electroforesis. Se vertio la cantidad apropiada de buffer

TAE1X, cubriendo discretamente (no mas de 1 mm de altura) los pocillos del gel de agarosa.*

*La Camara debe de estar en total asepsia. Se limpid la cdmara con Benzal diluyendo

20 mL de benzal en 500 mL.

8. Se retiraron los peines del gel cuidadosamente de tal manera que no se dafien o

rompan los pocillos.
9. Se cargaron los productos de PCR con volumen de 2 pl de muestra o 1 pl en el caso
de Marcador de Peso Molecular (MPM) y la utilizacion de 2 pl Buffer de Carga 1X y se

depositd aproximadamente 4pl en los pocillos correspondientes.

10. Se realizo la electroforesis conectando la camara de electroforesis a una fuente de

poder a 100 Volts por 40 min.

11. Una vez terminado el proceso, se visualizd el gel de electroforesis en el

fotodocumentador Bio-Imaging System MiniBis pro (Bio America Inc).

12. Se enjuag6 con agua estéril todos los componentes de electroforesis al terminar la

corrida. Esto debido a que pudieran haber quedado restos de sales que dafarian el equipo.
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13. De manera opcional se puede reutilizar el buffer de electroforesis o se elimina

depositandolo en un recipiente de Residuos.

VI1.10.2. Analisis cuantitativo de expresion y obtencion de imagenes del gel

Las imagenes de la RT-PCR fueron tefiidas con Gel red (Biotium) en gel de agarosa y
fueron adquiridas mediante un fotodocumentador Bio-Imaging System MiniBis pro (Bio
America Inc). La cuantificacion de las bandas se realiz6 utilizando el software Imagel (Java),
el cual es un programa de procesamiento de imagen digital, este software es de dominio
publico desarrollado por National Institute of Health (Estados Unidos), disefiado
especificamente para el analisis de imagenes cientificas. La intensidad de banda se expres6 en
unidades de absorbancia relativa. La relacion del ARN de la muestra se determin6 y normalizd
con Actina, calculando las variaciones de la concentracion de las muestras y como control de
eficiencia de reaccion. Las intensidades relativas de los productos de PCR amplificados se
determinaron utilizando Image J (Java), software de analisis de imagenes (version 1.7.0 51) y

se expresaron en unidades arbitrarias.

El procedimiento llevado a cabo para determinar las variaciones de las muestras, se

realiz6 con el software de la siguiente manera en un ordenador (Toshiba):

1. Se abri6 la imagen con software ImagelJ, localizando la imagen deseada dentro de

los archivos.
2. Una vez cargada la imagen, se selecciond boton Analizar, seguido de Gel, después

se seleccion6 primera linea y luego se arrastr6d el recuadro a la primera banda, seleccionando

toda su area.
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3. Después realiz6 el mismo procedimiento del paso anterior, pero en este caso se

selecciono siguiente Linea.

4. Se seleccion6 analizar, después se selecciond Gel y luego Graficar lineas. De esta

manera se obtuvo la intensidad de cada banda en un grafico.

5. El analisis de intensidad de banda para cada gen fue normalizado con la abundancia

de ARNm del gen constitutivo o gen control de actina.

VI1.11. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos y gréaficos se realizaron usando el programa
Statgraphics Centurion XV. Las diferencias significativas entre las medias de los resultados
fueron en base a la prueba de Tukey (p<0.05). Se realizaron comparaciones de medias de
expresion de los genes involucrados en la sintesis de acidos grasos. Los valores fueron

expresados como las medias + de triplicado y la desviacion estandar.
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VII. RESULTADOS

En este trabajo se analiz6 la expresion de genes involucrados en la sintesis de acidos
grasos en semillas maduras de J. cordata como especie evaluada de estudio y J. curcas como
especie de comparacion, con el propdsito de investigar cambios significativos en el contenido
de acidos grasos asociados a cambios en la expresion genética de los genes involucrados. Por
lo que fue necesario realizar la caracterizacion fisica de las semillas de Jatropha cordata, la
determinacion del perfil de 4cidos grasos en las semillas y la expresion genética de los genes

involucrados en la sintesis de acidos grasos.

VII.1. Recoleccion e Identificacion de las Semillas de Jatropha cordata

Se recolectaron semillas de los diferentes individuos localizados en el area de
muestreos (Cerro de las Viboras-Hermosillo, Sonora) de plantas de Jatropha cordata. Las
plantas de Jatropha cordata mostraron una produccion adecuada de fruto para realizar los
estudios, debido a que las condiciones climaticas durante el afio 2013 fueron favorables; segiin
un reporte de la CONAGUA, se registro alrededor de 400 mm de precipitacion pluvial en la
estacion de verano del 2013, que es en estos meses cuando se lleva a cabo la floracion de J.

cordata.

Esta planta tiende a crecer en zonas rocosas y mas altas en el Cerro de las Viboras
(Hermosillo-Sonora) sobre las laderas, sin embargo también se vid crecimiento en la planicie.
Se encuentra asociada simpatricamente con plantas como Sangrengado (Jatropha
cardiophylla), Toluache (Datura inoxia o Datura meteloides), Nopal (Opuntia), Bisnaga
(Echinocactus polycephalus), Palo verde (Parkinsonia microphylla) y Ufia de gato (Mimosa
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laxiflora); por lo anterior se puede decir que no es una planta que compita por suelo o sea

territorial.

VII.2. Caracterizacion fisica de las semillas de J. cordata

Las semillas que se obtuvieron de esta planta son de forma ovalada de 10.5 a 13.7 cm
de largo y de 7 a 9 cm de ancho. En cada fruto se encontré de dos o a veces tres semillas en su
estado maduro. Las semillas son de forma esférica y color negro y la almendra o testa es de
color blanco o crema. Las semillas mostraron las siguientes caracteristicas fisicas: se
registraron 95 semillas, de las cuales en promedio pesaron 0.32 g cada una. De acuerdo a las
medidas, el porcentaje en peso total de la semilla equivale al 43% para la testa y 57% la
cascara. No existen reportes hasta el momento de las caracteristicas fisicas de la semilla en

Jatropha cordata.

VIL3. Determinacién del Perfil de Acidos Grasos

Los ésteres metilicos de los &cidos grasos (o Fatty Acid Methyl Ester (FAME) por sus
siglas en inglés) se analizaron en un cromatdgrafo (modelo Varian 3400), el cual cuenta con
una detector de ionizacion de flama (FID) y una columna capilar de silica SP-2560 (100 m x
0.25 mm i.d. 25 pum de grosor de pelicula, Supelco, Bellefonte, PA). La cuantificacion de los
picos de FAME se llevo a cabo por comparacién con los tiempos de retencion de sus

respectivos estandares (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
En la Tabla 11, se muestra el perfil de acidos grasos (AG) presentes en la semilla de

Jatropha cordata y Jatropha curcas. El contenido de acidos grasos total esta expresado en g

MEAG/ 100g MEAG.
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Tabla 11. Perfil de 4cidos grasos de aceite de semilla de Jatropha cordata y Jatropha curcas.

Acido Graso Jatropha cordata Jatropha curcas
(g MEAG/ 100 g MEAG)
Acido Miristico  C14:0 0.35+£0.002 0.17 £ 0.005
Acido Palmitico  C16:0 10.15+ 0.030 12.23 +£0.027
Acido Palmitoleico C16:1 0.68 = 0.006 0.68 £ 0.004
Acido Margarico C17:0 (std) 11.40+2.725 10.46 +£1.132
Acido Estearico C18:0 6.44 +0.028 5.99 +0.020
Acido Oleico C18:1 24.81 + 0.123 37.47 £ 0.045
Acido Linoleico C18:2 56.62 = 0.107 42.69 = 0.067
Acido Linolenico C18:3 0.37+0.003 0.28 = 0.006
Acido Araquidico C20:0 0.17 £0.003 0.20 £+ 0.003
Acido Araquidénico C20:4 0.03 £ 0.005 0.03 £0.002
Acido Behenico C22:0 0.02 £0.001 0.03 £0.002
Total de Acidos Grasos Saturados 17.13 18.62
Total de Acidos Grasos 25.49 38.15
Monoinsaturados
Total de Acidos Grasos 57.02 43.0
Poliinsaturados

MEAG: Metil Esteres de Acidos Grasos. Los valores son la media + desviacion estandar de
triplicados. Se utiliz6 a el 4cido margarico (C17:0) como estandar interno para identificacion

de los metil ésteres por comparacion con los tiempos de retencion.
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Los AG mas abundantes en la semilla de J. cordata y J. curcas fueron: acido linoleico
(C18:2), acido oleico (C18:1), acido margarico (C17:0) y acido palmitico (C16:0). En J.
cordata los AG insaturados, linoleico y oleico presentaron mayor abundancia: 56.62 y 24.81 g
MEAG/ 100 g MEAG respectivamente y para el caso de J. curcas fue de 42.69 g MEAG/ 100
g MEAG para el 4cido linoleico y 37.47 g MEAG/ 100 g MEAG para el acido oleico. Los
acidos grasos araquidico (C20:0) y behénico (C22:0) se encontraron en concentraciones bajas
en las semillas de J. cordata mientras que en J. curcas se encontraron los acidos araquidico

(C20:0) y miristico (C14:0).

El presente estudio mostrdé que en las semillas de J. cordata el acido graso linoleico
presentd un contenido mayor estadisticamente significativo que J. curcas. (Tabla 11). En un
estudio anterior, Gamez et al., (2012) encontraron un contenido de 4cido graso linoleico de
49.88 g MEAG/ 100 g MEAG en J. curcas, valor similar encontrado en este estudio para la

misma especie.

De tal forma, el contenido promedio entre los AG insaturados es superior en las
muestras de la semilla de ambas especies que los contenidos de los AG saturados. De manera
general el acido graso linoleico (C18:2) es el constituyente mas abundante en cuanto a
contenido de AG se refiere para ambas especies (J. cordata y J. curcas). Sin embargo, J.
cordata presenta un mayor contenido de 4cido linoleico comparado con J. curcas. El acido
oleico (18:1) también se encuentra en el perfil de AG como uno de los més abundantes en las

muestras de semillas de ambas especies de Jatropha evaluadas en ese estudio.
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VI1.4. Obtencion del ARN Total

La extraccion de ARN Total se llevdo a cabo con el reactivo TRIzol ® Reagent
(Invitrogen), el cual permitié obtener un ARN viable, confiable y de buena calidad (Fig. 9).
Ademas se pudo observar la integridad del mismo en un gel de agarosa al 1%, donde las
muestras evaluadas mostraban una calidad buena. Se observé que las muestras de ARN total

provenientes de las semillas de J. cordata y J. curcas no se encontraban degradas.
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Figura 9. Gel de electroforesis de ARN total de las muestras en estudio. EI ARN fue obtenido
utilizando el método de TRIzol ® Reagent (Invitrogen) y su integridad fue evaluada mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1% de ARN Total 1) Jatropha curcas. 2) Jatropha

cordata.
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VII.5. Cuantificacion de ARN Total

Para la cuantificacion del ARN total se utiliz6 un espectrofotdmetro con absorbancia
de 260 nm y 280 nm, Nano Drop 1000 (Thermo Scientific) que permitié calcular con una
precision elevada las concentraciones de ARN a partir de cantidades pequefias de muestra (2
ul).

Las muestras obtenidas mostraron una relaciéon de pureza y concentraciéon adecuada,
basados en una relacion de pureza de 1.80 a 2.0 en el ARN total. Ademas en investigaciones
previas consideran estas concentraciones como rango aceptable de pureza (Singh et al., 2010).
Las concentraciones de ng/uL. de ARN Total que se obtuvieron variaron entre 443.2 a 2558.5

ng/ uL en la semilla de J. cordata y para J. curcas se obtuvo de 429.2 a 832.4 ng/ uL

VII.6. Condiciones para el Analisis de RT-PCR Semi-cuantitativo

Para realizar la expresion genética de los genes a estudiar, se tiene que considerar la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés polymerase chain reaction).
La determinacion del producto de amplificacion satisfactorio se da tanto por el nimero de
ciclos y temperatura. Estos dos ultimos factores son determinantes para la amplificacion de
cada gen y se obtiene realizando un gradiente de temperaturas y numero de ciclos (Fig. 10). En
la figura 11 se observa el gradiente de temperatura de alineamiento la cual fue determinada
para cada uno de los genes en estudio. Las condiciones que se llevaron a cabo para la

determinacion metodoldgica de la PCR se muestran en la Tabla 12.
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Figura 10. Numero de ciclos en la reaccion de PCR. El gradiente se realizo para el gen de
actina a 61.9°C. Carril 1: 25 ciclos, Carril 2: 27 ciclos, Carril 3: 29 ciclos, Carril 4: 31 ciclos
Carril 5: 33 ciclos

Figura 11. Optimizacion de temperatura de alineamiento de la PCR. La optimizacion de
temperatura se realizd para el gen de actina. Carril 1: 60.2°C, Carril 2: 61.9°C, Carril 3:

64.4°C, Carril 4: 66.1°C Carril 5: 67.8°C



Tabla 12 Determinacion de las condiciones para la PCR (Reacciéon en Cadena de la

Polimerasa).
Gen (Nombre) Abreviacion Ciclos Temperatura de
determinados alineamiento
°O)
Actina Act 30 61.9
0-9-esteroil- acilo desaturasa DI9SD 35 60.2
Proteina trasportadora de acilo 1 ACPI 30 59.6
Cetoacil ACP sintasa I KASII 33 60.2
Acido graso desaturasa 2-1 FAD2-1 30 61.9
Acido graso desaturasa 2-2 FAD2-2 30 61.9

VII.7. Expresion de los genes involucrados en la sintesis de acido grasos

Mediante la técnica de RT-PCR, se evalu6 semi-cuantitavamente la cantidad de ARNm
de los genes DISD, KASII y ACP involucrados en la sintesis de acidos oleico y FAD2-1 y
FAD?2-2 involucrados en la sintesis de acidos linoleico en muestras de semillas madura de J.

curcas y J. cordata.

Los productos de RT-PCR, fueron determinados mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 1% tefiidos con Gel Red. Los resultados de la cantidad de ARNm se obtuvieron
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sometiendo los geles a densitometria mediante el software digital Image J (Java). Los valores
de RT-PCR son presentados como la proporcion de la sefal especifica del gen con la sefial del

gen de actina. La expresion del gen de actina sirvié como control interno.

VII.7.1. Genes involucrados en la sintesis de acido oleico

El 4cido oleico es un tipo de grasa monoinsaturada que, principalmente, esta presente
en algunos aceites vegetales. En el presente estudio los genes asociados a la sintesis de este

acido oleico son DISD, KASIl y ACPI.

El gen D9SD (6-9-Estearoil-Acilo Desaturasa), interviene en la conversion del acido
estearico (C18:0) en acido oleico (C18:1), de tal manera que se adiciona una insaturacion

(doble enlace C=C) (Habib, 2000).

Existen otros dos genes participantes en la sintesis de acidos grasos como lo son el gen
KASII (Cetoacil ACP sintasa 1) encargado de la elongacion de la cadenas de carbonos y
ACPI (Acyl Carrier Protein 1) involucrado parcialmente con la sintesis del acido oleico como

cofactor de cadena de acilo (Gu et al., 2012).

VIIL.7.1.1. Analisis del gen D9SD involucrado en la sintesis de acido oleico

El gen D9SD (9-9-estearoil-acilo desaturasa), es un gen que esta involucrado en la
produccién de 4cido oleico y que codifica para la enzima 06-9-estearoil-acilo desaturasa

(D9SD), con funcion similar en dcidos grasos y sintesis de lipidos (Habib et al., 2000).
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El anélisis de expresion en este gen fue determinado como de baja expresion, puesto
que se requiri6 de 35 ciclos para la visualizacion del producto de PCR (Fig. 12). El tamafio de
la banda fue de 200 pb aproximadamente. El analisis de expresion en la especie de interés
Jatropha cordata mostré muy baja expresion (0.16 veces menos) mientras que para J. curcas
0.44 veces menos (Fig. 15) respecto al control interno de actina. El andlisis demuestra como
media a todas las réplicas biologicas estudiadas y han sido normalizadas con la expresion del

gen de actina.

DISD

Actina

Figura 12 Producto del RT-PCR del gen D9SD. Los productos de PCR se presentan en Gel de
agarosa al 1% tefiido con Gel red (Biotium). Actina como gen control. Carril 1: Semilla de J.

curcas. Carril 2: Semilla de J. cordata.

VIIL.7.1.2. Analisis del gen KASII relacionado en la elongasa del C16:0 a C18:0

KASI y KASII son genes que sintetizan a las enzimas codificantes para la elongacion de
la cadena de carbono de C4 a C18 (Wei ef al., 2012). Sin embargo, la elongacion final en
plastidos de 16:0-ACP a 18:0-ACP se lleva a cabo por la enzima Cetoacil ACP sintasa II
(KASII). Los acidos grasos C16 (Palmitico) y C18 (Estearico), los principales compuestos de
elongacion, pueden ser desaturados tanto en la membrana del plastido y el reticulo

endoplasmico para producir 4cidos grasos insaturados (Li et al., 2007).
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Los analisis de expresion del gen KASII (elongacion en la cadena de carbono del acido
palmitico a estedrico) mostraron que J. curcas tiene un nivel de expresion mayor para este gen
(1.04 veces). En el caso de J. cordata muestra baja expresion (0.36 veces menor comparado
con el gen de actina) del gen en la semilla (Figura 13). La expresion del gen de actina sirvid
como control de carga, asi como para normalizar los valores obtenidos del gen KASII. El

producto de PCR fue de aproximadamente 150 pb.

Actina

Figura 13 Producto del RT-PCR del gen KASII. Los productos de PCR se presentan en Gel de
agarosa al 1% tefiido con Gel red (Biotium). Actina como gen control. Carril 1: Semilla de J.

curcas. Carril 2: Semilla de J. cordata.

VIL.7.1.2. ACPI actiia como un cofactor en sintesis de acidos grasos

La proteina portadora de acilo (ACP), es una proteina acida que es un cofactor esencial
en la sintesis de 4cido graso vegetal (Branen et al., 2001). El gen del ACPI (acyl carrier
protein 1) se ve involucrado en la elongacion del acido palmitico al acido esteédrico y presenta
una afinidad con la enzima SAD (stearoyl-ACP desaturase) y esta presente en la participacion

en la primera reaccion de saturacion en las cadenas de los carbonos C16 y C18.
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En lo que corresponde al gen ACP! el analisis determind que en Jatropha cordata
hubo una induccién (0.47 veces mayor) ligeramente mayor en relacién a lo mostrado en la
especie Jatropha curcas (0.44 veces mayor) con respecto al gen de actina (Figs.14 y 15). La
determinacion de los productos de PCR se aprecido aproximadamente 200 pb en el gel de

agarosa.

Figura 14 Producto del RT-PCR del gen ACPI. Los productos de PCR se presentan en Gel de
agarosa al 1% tefiido con Gel red (Biotium). Actina como gen control. Carril 1: Semilla de J.

curcas. Carril 2: Semilla de J. cordata.

De los 3 genes involucrados en la sintesis de 4cido oleico en J. cordata, analizados en
el presente trabajo, el gen ACP/ mostr6 un nivel de expresion mayor con respecto a los otros 2

genes KASI y D9SD. Para el caso de J. curcas el gen que mostré una mayor expresion fue
KASII.
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Genes asociados a la sintesis del
Acido Oleico
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Expresion Relativa

Lamn )

D9SD KASII ACPI

Figura 15. Anaélisis de expresion de los genes D9ISD, KASII y ACP1. Comparacion de los
niveles de expresion de los genes DISD, KASII y ACP1 y evaluados semi-cuantitativamente
por RT-PCR en relacion al gen control actina, en semillas de J. cordata y J. curcas. Los
valores mostrados son el promedio de la proporcion de la sefial especifica del gen con la sefial

del gen de actina y la media + desviacion estandar de tres réplicas.
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VL.7.2. Analisis de los genes involucrados en la Sintesis de Acido Linoleico

El &cido linoleico (C18:2), acido graso esencial omega-6 se encuentra en mayor
abundancia principalmente en el reino vegetal, aunque se presenta también en el reino animal
(Sanhueza et al., 2002). De acuerdo a los autores Sanchez de Lorenzo (2010) y Vieitez (2012),
la sintesis del acido linoleico est4 intervenida por enzimas de la familia de las desaturasas, las
cuales estan asociadas con la introduccion de una doble insaturaciéon. En base a esta
informacion se tomaron en cuenta dos genes: FAD2-1 y FAD2-2 que son considerados como
genes importantes en la sintesis del acido linoleico. En las Figuras 16 y 17 se puede observar

los patrones de expresion de los genes FAD2-1y FAD2-2.

VI.7.2.1. FAD2-1'y FAD2-2 genes involucrados en la sintesis de Acido Linoleico

Tanto FAD2-1 y FADZ2-2 estan presentes en la sintesis del 4cido linoleico, se expresan
mayormente en la semilla en desarrollo y su nivel de expresion aumenta en gran medida
cuando se induce la sintesis de aceite (Williams, 1997). Estos intervienen como enzimas
desaturasas que regulan las insaturacion de los acidos grasos a través de la introduccion de
dobles enlaces entre los carbonos definidos de la cadena de 4cidos grasos (Heppard et al.,

1996).

FAD2-1 es el principal gen en cuanto a la conversion del acido oleico a linoleico,
siendo su expresion alta en semilla y baja en otros tejidos de plantas oleaginosas (Ye et al.,
2013; Williams, 1997). El gen FAD2-1 (Fatty Acid Desaturase 2-1) mostrd una induccion
mayor (0.86 veces) en J. curcas comparado con J. cordata (0.83 veces); aunque en €sta ultima
su nivel de expresion fue alta (Fig. 16). Los analisis obtenidos de productos de la PCR son de

150 pb relativamente de acuerdo a la visualizacion en los geles de agarosa al 1%. (Fig. 16).

72



En el caso del gen FAD2-2 (Fatty Acid Desaturase 2-2) en la semilla de J. cordata se
observd baja expresion (0.23 veces) mientras que para la semilla de J. curcas se obtuvo un
nivel de expresion mayor (0.95) (Figs. 17 y 18). La expresion de actina sirvié como control de
carga, asi como para normalizar los valores obtenidos de dos genes FADZ2. Se observaron

amplicones de 133 pb.

Debido a que el acido oleico y linoleico son los principales constituyentes de aceite en
Jatropha, estas enzimas son un objetivo potencial biotecnologico para la modulaciéon en la

composicion de aceite de Jatropha.

Figura 16. Producto del RT-PCR del gen FAD2-1. Los productos de PCR se presentan en Gel
de agarosa al 1% tefiido con Gel red (Biotium). Actina como gen control. Carril 1: Semilla de

J. curcas. Carril 2: Semilla de J. cordata.

FAD2-2

Actina

Figura 17. Producto del RT-PCR del gen FAD2-2. Los productos de PCR se presentan en Gel
de agarosa al 1% tefiido con Gel red (Biotium). Actina como gen control. Carril 1: Semilla de

J. curcas. Carril 2: Semilla de J. cordata.
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En lo que respecta al gen FAD2-2 esta relacionado a la produccion de acido linoleico,
sin embargo, puede existir un factor de variacion dado que los oligonucleodtidos son en base a
la especie J. curcas, ademas de que la cantidad de genes estudiados no brindan la certeza de su

relacidn con el contenido total final de acido linoleico en la semilla.

Genes asociados a la sintesis del Acido
Linoleico

14
1.2

04

g

5 1

o

2 08

c M) cordata
206

0 M curcas
o

X

|

FAD2-1 FAD2-2

Figura 18 Comparacion de expresion de los genes FAD2-1 y FADZ2-2 involucrado en la
sintesis de Ac. Linoleico. Evaluacion semi-cuantitativamente por RT-PCR, de la cantidad de
RNAm de los genes FAD2-1 y FAD2-2 en semillas de J. cordata y J. curcas. Los valores
mostrados son el promedio la proporcion de la sefial especifica del gen con la sefal del gen de

actina y la Media £ desviacion estandar de tres determinaciones.
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De los 2 genes evaluados involucrados en la sintesis de acido linoleico se observo que
para J. cordata, el gen FADZ2-1 tuvo una mayor expresion comparado con el gen FAD2-2 (de
baja a nula expresion); al igual que para J. curcas, con la diferencia de que el gen, FAD2-2 si

muestra una expresion moderada.

VILS8. Anilisis de Correlacion del Perfil de Acidos Grasos y Expresion de Genes en

Jatropha cordata y Jatropha curcas.

Se realizaron los analisis relacionados con la expresion de los genes involucrados en la
sintesis de los acidos grasos (AG) oleico y linoleico y el contenido de otros AG. En este
estudio, los 5 genes relacionados con la sintesis de los acidos grasos oleico y linoleico en las

especies de J. curcas y J. cordata mostraron diferencias en su expresion en la semilla

El perfil de AG para J. cordata y J. curcas muestra que existe un contenido mayor total
de 4cidos grasos oleico y linoleico en la semilla. El &cido linoleico prevalece con un contenido
mayor de MEAG (Metil Esteres de Acidos Grasos) para J. cordata con 56.62 g de MEAG/
100 g MEAG en cambio en J. curcas fue de 49.88 g de MEAG/ 100 g MEAG. Se obtuvo una
correlacion con los andlisis de expresion geénica en el caso de J. cordata con ciertas

variaciones en relacion expresion-contenido de MEAG.

El otro &cido graso insaturado de mayor importancia en contenido es el acido oleico.
La cantidad de MEAG en la especie de J. cordata fue de 24.81g de MEAG/ 100 g MEAG y
para J. curcas fue de 37.47g de MEAG/ 100g MEAG. Siendo su contenido el segundo mas
importante en la semilla de ambas especies. La relacion de la expresion del gen KASII mostro

estar vinculada con la induccidn del gen respecto al contenido de &cido oleico.
El nivel de expresion del gen DISD y ACPI y el contenido del acido graso oleico

(Tabla 11) no muestra correlacion contundente para J. cordata y J. curcas (Fig. 12 y 14). El

contenido de acido linoleico en J. cordata fue el mas abundante respecto a los demds acidos
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grasos, al igual que en J. curcas. En el andlisis molecular el gen que codifica para la
desaturasa FAD2-1 asociado para la sintesis del acido linoleico, es el que se expresa en mayor
proporcidn en las semillas de J. cordata. Por lo que de acuerdo a los resultados obtenidos, el
gen FAD?2-1 es el gen principal involucrado en el contenido de 4cido linoleico. Para la especie
de J. curcas el gen que mostr6 una expresion mayor relacionado a la sintesis de 4cido linoleico
es también FAD2-1, sin embargo, el gen FAD2-2 mostrd un nivel de expresion moderado. De
acuerdo a los resultados obtenidos, los genes FAD2-1 y FAD2-2 estan relacionados con el

contenido de acido linoleico en J. curcas.

En base a los resultados obtenidos se muestra que el gen D9SD es de baja expresion y
no se puede realizar una correlacion entre el contenido de acido oleico y el nivel de expresion

de este gen para J. cordata ni J. curcas.

Cabe mencionar que las secuencias de oligonucleotidos de los genes involucrados en la
sintesis de AG utilizados en el presente estudio pertenecen a J. curcas. Por lo observado en el
presente trabajo se pudo apreciar que sirvieron para realizar la expresion de genes con la
especie J. cordata, aunque se tendra que ser cauteloso en cuanto a los resultados ya que las

diferencias de expresion pudiera deberse a esta situacion.

Hay que resaltar que este es un estudio preliminar de los genes involucrados en la
sintesis de AG en semillas de J. cordata. Se tendra que realizar el andlisis de expresion con un
mayor numero de genes y poder relacionarlos mas directamente con el contenido de acidos

grasos presentes en la semilla de J. cordata.
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VIIL. DISCUSION

Actualmente la demanda nacional e internacional por potenciar cultivos de oleaginosas
que sean alternativas viables para la produccion de biodiesel o combustibles renovables se ha
incrementado gradualmente de acuerdo a estudios realizados con otras especies de Jatropha
(Falasca y Ulbercich, 2008) y otros géneros distintos como Brassica, Cynara, Camelina,
Crambe (Vivas, 2010) como vegetales alternativos. De estas alternativas existen escasos
estudios referentes a la implementacion como recurso de produccion, por lo que es necesario
realizar mas trabajos en el ambito sustentable como fuente renovable de combustible. El
presente estudio propone a la planta J. cordata, como una alternativa renovable en sustitucion
del combustible fosil para regiones aridas de México. Sin embargo, los reportes para esta
especie son escasos en relacion a caracterizacion quimica y molecular de dicha planta y es

necesario realizar investigaciones para conocer su biologia y proponer acciones mas concretas.

Dicho lo anterior en este trabajo se analizaron los niveles de expresion de los genes
DISD, KASII y ACPI que codifican para las enzimas que participan en la sintesis de acido
oleico (Habib et al., 2000; Xu et al., 2011). Existen reportes en la literatura sobre la expresion
de ACP1 y KASII (Gu et al., 2012) en semillas de oleaginosas donde se ven involucrados
como parte esencial en la sintesis de acidos grasos, contribuyendo en la reaccioén de saturacion
en las cadenas de los carbonos (Fennema y Tannenbaum, 2000). A partir de los resultados
obtenidos se identifico la expresion en las semillas de J. cordata, de los genes FAD2-1 y
FAD2-2 involucrados en la sintesis de acido linoleico, quedando asi demostrado en este
estudio como el primer estudio para esta especie. Reportes recientes indican que DISD y
FAD2-1, son los principales genes involucrados en la sintesis de acidos grasos y se han
propuesto para realizar estudios de silenciamiento (Knutzon et al., 1992; Gu et al,, 2012) para

potenciar el incremento de un acido graso de interés.
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Con respecto al gen FADZ2-1 éste se expresa mas en semillas que en otros tejidos de la
planta y de acuerdo a los resultados obtenidos se observd que se expresa en la semilla de J.
cordata. Se sabe que FAD2-1 y FAD2-2 estan vinculados en la sintesis de acido linoleico y
son genes que proporcionan informacién importante en la ruta metabolica. Para predecir el
efecto potencial del 4cido oleico, se realizé un estudio donde silencian el gen FAD2-1 en J.
curcas, incrementando 30% el acido oleico como lo realiz6 Gu en su estudio (Gu et al., 2012).
De la especie J. cordata se puede analizar la posible alteracion del contenido de un acido
graso en particular (Tung et al., 2011) sin embargo, los reportes atin son escasos y es necesario
la realizacion de trabajos mas especificos. La evaluacion de expresion de estos dos genes
(FAD2-1 y FAD2-2) codificadores de desaturasas en el presente estudio, concuerda con
previas investigaciones (Liu et al., 2014; Tung et al., 2011) donde se les considera de
importancia en las semillas de plantas oleaginosas. En un estudio realizado por Lee y
colaboradores en Vitis labrusca L. mostraron la expresion de dos genes putativos de FAD?,
ellos realizaron mediante un andlisis de funcionalidad, que la expresion en diferentes tejidos
indic6 que FAD2-1 es un gen constitutivo pero FAD2-2 es un gen tipico de semillas (Lee et
al., 2012), a diferencia del estudio realizado en J. cordata, FAD2-1 se muestra como un gen
que se expresa en semilla, y aunque mostro variaciones tiende a seguir un mismo patrén de
expresion en las réplicas del estudio. Sin embargo el gen FADZ2-2 tanto en el estudio de Lee y
colaboradores (2012) como en el presente estudio también muestra baja expresion este gen en

la semilla (Lee et al.,, 2012).

El gen D9SD codifica para la enzima oJ-9-estearoil-acilo desaturasa que esta
involucrada en la sintesis del acido oleico (Habib et al., 2000). Al parecer este gen estd
altamente conservado en plantas superiores. En el caso de J. cordata ha quedado demostrado
que este gen se expresa en semilla y posiblemente interviniendo en la sintesis del &cido oleico
como también lo presenta Habib (2000) en su trabajo acerca de la regulacion temporal de dos
ADNCc que codifican la enzima 6-9-estearoil-acilo desaturasa en Elaies guineensis. Por lo tanto

se refleja que es una enzima critica en la sintesis de 4cidos grasos de las plantas oleaginosas.
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Se tiene conocimiento de distintas variantes de ACP presentes en todos los tejidos de
las plantas oleaginosas, aunque no en las mismas cantidades, encontrandose mayor presencia
de ACPI en la semilla (Branen et al., 2001). ACPI es un cofactor cuya presencia es relevante
para la sintesis de acidos grasos en dichas plantas. Pues este gen ACPI es el encargado del
transporte de cadenas acilo en la ruta metabdlica de los 4cidos grasos a través de los ciclos de
condensacion, reduccion y deshidratacion, y se encuentra involucrada en la reaccion inicial de
desaturacion en los acidos grasos de 16 y 18 carbonos. En estudios previos se ha determinado
este gen en Arabidopsis, que participa como proteina precursora de cadenas de acilo en
subunidades plastidiales de acetil-CoA Carboxilasas (Ruuska et al., 2002), también se llevo a
cabo un estudio preliminar de genes en la especie Brassica oleracea, en la cual se encontrd
que ACPI posee 5 alelos co-dominantes en la semilla (Willis, 1977). De acuerdo a los
resultados obtenidos en el presente estudio ACPI en J. cordata constituye como de
importancia en la expresion del gen en la semilla y posiblemente involucrado en el contenido
de acido oleico y que segun estudios, este gen aumenta progresivamente conforme se va
desarrollando la semilla (Branen et al., 2001). Estos resultados se correlacionan con los
resultados obtenido en el presente estudio; ya que este gen también presenta una mayor
expresion en J. cordata (Fig. 14) y coincide con la madurez de la semilla analizada en el

presente estudio.

La expresion de genes varia en el desarrollo de la semilla. En el caso del gen KASII es
un gen importante en la sintesis de 4cido oleico. Los niveles de expresion alterados en KASIT
conducen a un cambio en el contenido de aceite y cualidad, hecho que se vio representado en
Arabidopsis thaliana (Abbadi et al 2000; Dehesh et al 2001; Pidkowich et al 2007). En
contraste con la sintesis de acidos grasos estudiada en las semillas de J. cordata muestra que
se encuentra en semilla y confirma su presencia en la ruta metabdlica de esta especie. Segiin
Meng y colaboradores (2009), encontraron cinco tipos de KAS en las semilla de mani
(Arachis hypogaea L), distinguiéndose por la presencia de dos histidinas en KASII, los cuales
mostraron que estos genes son codificadores para proteinas, aminoécidos y acidos grasos. Sus
resultados demostraron que la mayoria de los genes asociados en la sintesis de 4cidos grasos

tenian mas de dos homologos que se expresaban en el desarrollo de la semilla de mani (Meng
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et al., 2009), de acuerdo al presente estudio uno de los genes homologos presentado por los
autores se encuentra en la semilla de J. cordata, dicho gen es KASII que se encontrd en el

presente estudio como de baja expresion.

En base a la literatura se tomaron a ACPI, KASII, D9SD, FAD2-1 y FAD2-2, como
algunos genes mas representativos en el desarrollo de la semilla de plantas oleaginosas (Gu et
al.,, 2012; Meng et al., 2009) y que estan asociados en la sintesis de acidos grasos oleico y
linoleico (Habib et al., 2000). Las secuencias de nucleétidos de los genes del presente estudio
se identificaron en Jatropha curcas, la investigacion ha ganado gran interés en estos genes,
dado que codifican para enzimas esenciales para la sintesis de acidos grasos poliinsaturados

(Tiwari et al., 2004; Habib et al., 2000).

Avances en la ciencia han proporcionado diversas formas de obtencion de recursos
tecnologicos que potencian al maximo los recursos naturales que se nos proveen, en este caso
es la utilizacion de J. cordata como una alternativa para produccion de biodiesel en zonas
aridas de México. Se ha observado en el presente estudio que el contenido de los acidos grasos
oleico y linoleico, es similar en J. cordata y en J. curcas. Esta tltima especie es empleada en
la produccion de biodiesel a gran escala (Falasca y Ulbercich, 2008) en diferentes regiones

alrededor del mundo y es el organismo modelo del género Jatropha.
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VII. CONCLUSIONES

Las semillas de Jatropha cordata mostraron un contenido alto de 4cidos grasos oleico
y el linoleico. Siendo el acido linoleico el acido graso mas abundante, seguido por el acido

oleico.

El gen ACPI mostr6 una expresion mayor en la semilla de J. cordata, mientras que

para J. curcas fue el gen KASII.

El gen FAD2-1 mostrd una expresion mayor tanto en las semillas de J. cordata como

en las semillas de J. curcas y un efecto sobre el contenido del acido graso linoleico.

Los genes ACPI y FADZ2-1 han mostrado ser los mas expresados en la sintesis de los
acidos grasos oleico y linoleico, respectivamente, en la semilla de J cordata. Mientras que en

J. curcas los genes mayormente expresados fueron KASI y FAD2-1.
Existe una relacion moderada de la expresion de genes con el contenido de acidos

grasos, excepto con el gen DISD el cual no muestra dicha correlacion en las especies de J.

cordata ni J. curcas.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar este estudio para todas las especies del género Jatropha que se

encuentran en el Estado de Sonora y contribuir con estudios mas completos para el género.

Es importante realizar un analisis transcriptémico de la semilla de J. cordata y analizar

la expresion de genes que estan involucrados en la sintesis de acidos grasos.

Es recomendable realizar la secuenciacion de los genes estudiados en el presente

estudio para evaluar la complementariedad de bases de las secuencias de la misma especie.

Se sugiere realizar los andlisis de expresion utilizando el método de PCR tiempo real,

para obtener resultados mas precisos y mas sensibles.
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XII.

ANEXO

Reactivos utilizados en los analisis quimicos y moleculares

Nombre Marca Reactivo usado Funcion

TRIzol Reagent Life Technologies -Tiocianato de Extraccion de ARN
guanidina Total
-Fenol

Kit SuperScript™ Invitrogen -Buffer 10X Sintesis de ADNc

III Reverse -Stop Solution

Transcriptase -DNAsa

illustra Ready-To- General Electric -Perla hidrolizada* Sintesis de ADNc

Go RT-PCR Beads

Illustra puReTaq
Ready-To-Go PCR
Beads

n-hexane, CcHi4

General Electric

EMD

-Oligo dT(pd(T12-13)

-Perla hidrolizada**
-Primer Forward 5’

-Primer Reverse 3’

Hexano

Multiplicacion de
copias de un
fragmento de ADNc
(PCR)

Extraccion de

Aceite

*2.0 unidades de Taqg ADN polimerasa, 10 mM Trsi-HCI, (pH 9 a temperatura ambiente, 60
mM KCIl, 1.5 mM MgCI2, 200 uM de cada ANTP, (M-MuLV) Transcriptasa Reversa (FPLC
pure), RNAguard Ribonuleasa y estabilizadores, Libre de ARNasa/ADNasa.

*% ~2.5 unidades de PureTaq ADN polimerasa, buffer, 10 mM Trsi-HCl, (pH 9 a
temperatura ambiente), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 200 uM de cada dNTP.
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