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CARACTERIZACION DE SEMILLAS DE NOPAL (Opuntia spp., CACTACEAE) Y
CONTENIDO DE FENOLES, FLAVONOIDES Y TERPENOIDES EN NOPALITOS

Cristian Lopez Palacios, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en los caracteres fisicos de frutos y
semillas y en los metabolitos secundarios (MS; fenoles, flavonoides y terpenoides) de
los nopalitos como efecto de la variacion inter- e intraespecifica del género Opuntia
(Cactaceae). La hipotesis fue que los caracteres fisicos de frutos y semillas, y los
metabolitos secundarios de los nopalitos son inherentes de cada especie que pueden
ser alterados como resultado de su humanizacion. Se realizaron experimentos con un
disefio completamente al azar con namero variable de tratamientos y repeticiones y un
fruto o nopalito como unidad experimental. El tratamiento estadistico de los datos
consisti6 en ANDEVA, comparacion multiple de medias por Tukey (p < 0.05),
ordenacion (analisis de componentes principales, ACP) y clasificacion (conglomerados)
multivariable. Se recolectaron frutos de 115 variantes en la Altiplanicie Meridional de
México y se les determind la biomasa de la cascara, de la pulpa y de las semillas
normales y abortadas (deshidratadas); a la pulpa se le midié el contenido de solidos
solubles totales (°Brix); a las semillas se les cuantificd su longitud, anchura y grosor,
numero total, de normales y de abortadas y la dureza de las normales. Los MS se
determinaron en extractos metandlicos y hexanicos de nopalitos de 17.5 cm de longitud
de 15 variantes de cinco especies de Opuntia spp. y con diverso grado de
humanizacion y analizados por cromatografia liquida en alta resolucion. Los frutos de
las variantes mas domesticadas tuvieron biomasa mayor (p<0.05) que las intermedias y
silvestres. No hubo diferencias significativas en grosor ni en dureza de las semillas. La
biomasa del fruto y el nimero de semillas abortadas fueron las variables de mayor
importancia segun el ACP y separé a las especies y variantes de acuerdo a un
gradiente de biomasa de pulpa y contenido de semillas abortadas. En la clasificacion se
aprecia la tendencia a mayor contenido de semillas abortadas en O. albicarpa y O.
ficus-indica, especies procedentes de ambientes humanizados y con grado mayor de
domesticacion. En el contenido de MS, O. ficus-indica tuvo el contenido mayor de

4cidos fendlicos (86.9 pg g* MS) vy flavonoides (23.3 pug g* MS) pero menor de



terpenoides (1.9 pg g MS); mientras que O. hyptiacantha tuvo el menor y mayor en
acidos fendlicos (20.8 pug g* MS) y terpenoides (5.0 pg g* MS), respectivamente, y O.
megacantha tuvo menos flavonoides (9.3 pg g* MS). La variacién intraespecifica de
acidos fendlicos en los nopalitos fue mayor en O. ficus-indica y para terpenoides los de
O. albicarpa (p < 0.05). Por primera vez se documenta la presencia de los acidos
clorogénico, siringico y vainillinico en nopalitos de Opuntia. Como resultado de la
domesticacion de Opuntia existen diferencias significativas en el tamafio de los frutos y
en la proporcion de sus MS. Las variaciones inter- e intraespecificas encontradas son
muestra de la diversidad del género y como parte del proceso de adaptacion y evolutivo
de cada una de las especies de Opuntia.

Palabras clave: acidos fendlicos, domesticacion, flavonoides, intraespecifico,
intravarietal, nopalitos, Opuntia, pulpa, semillas, terpenoides.



CHARACTERIZATION OF SEEDS OF PRICKLY PEAR (Opuntia spp., CACTACEAE)
AND CONTENT OF PHENOLS, FLAVONOIDS AND TERPENOIDS IN NOPALITOS

Cristian Lopez Palacios, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

The objetive of this study was to evaluate the changes in the physical characters of
fruits and seeds and changes in the secondary metabolites (SM; phenols, flavonoids
and terpenoids) of nopalitosas effect of the variation inter- and intraspecific of genus
Opuntia (Cactaceae). The hypothesis was that the physical characters of fruits and
seeds and the secondary metabolites of nopalitos are inherent of each species may be
altered as a result of this humanization process. Experiments were carried out with a
completely randomized design with variable number of treatments and replications with
a fruit or nopalito as experimental unit. The statistical treatment of the data consited of
ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test (p < 0.05), multivariate ordination (Principal
Components) and classification (Clustering Analysis) multivariate. Fruits of 115
variantes in the high plateau of Mexico were collected and the biomass of the skin, pulp,
and s normal and aborted seeds (dehydrated) was determined. The content of total
soluble solids (°Brix) was measured at the pulp; to the seeds were quantified its length,
width and thickness, total number, normal and aborted seeds and the hardness of the
normal ones. The SM were determinated in methanolic and hexanic extracts obtained
from nopalitos of 17.5 cm in length of 15 variants of five species of Opuntia spp. and
with different degree of humanization and analyzed by high-performance liquid
chromatography. The fruits of the most domesticated variants had greater biomass (p <
0.05) than the intermediate and wild ones. There was no significant difference in
thickness and hardness of the seeds. The biomass of the fruit and the number of
aborted seeds were the variables of greater importance according to the PCA and it
separated to the species and variants in accordance with a gradient of biomass pulp
and content of aborted seeds. Classification shows the trend to higer content of aborted
seeds in O. albicarpa and O. ficus-indica, species proceeding from humanized
environments and with greater degree of domestication. In the content of SM, O.
ficus-indica had the higher content of phenolic acids (86.9 pg g* DM) and flavonoids
(23.3 ug g* DM) but less of terpenoids (1.9 pg g* DM); while O. hyptiacantha had the



lowest and highest in phenolic acids (20.8 pg g* DM) and terpenoids (5.0 ug g* DM),
respectively, and O. megacantha had fewer flavonoids (9.3 pg g* DM). Intraspecific
variation of phenolic acids in nopalitos was greater in O. ficus-indica and for terpenoids
those of O. albicarpa. For the first time documented the presence of acids chlorogenic,
syringic and vainillinic in nopalitos of Opuntia. As a result of the domesticaction of
Opuntia there are significant differences in the size of the fruits and the proportion of
their SM. Inter- and intraspecifics variation found show the diversity of the genre and

part of the process of adaptation and evolutionary of each of the species of Opuntia.

Keywords: domestication, flavonoids, intraspecific, intravarietal, nopalitos, Opuntia,

phenolic acids, pulp, seeds, terpenoids
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Capitulo I. Introduccién general

En la familia Cactaceae el género Opuntia Mill. junto con Mamillaria Haw. destacan por
su amplia diversidad y distribucion. Opuntia incluye 188 especies y 66 de ellas, con
numerosas variantes silvestres y cultivares, son nativas de México (Anderson, 2001;
Hernandez et al., 2014). La clasificacion de Britton y Rose (1919) divide al género
Opuntia en los subgéneros Cylindropuntia, Grusonia, Corynopuntia, Stenopuntia y
Opuntia (anteriormente Platyopuntia). A la vez, estos autores agruparon a las especies
del subgénero Opuntia en 29 series taxonémicas.

Las tunas o frutos de Opuntia son bayas uniloculares y polispérmicas, con forma
cilindrica, obovoide o eliptica, con cascara cerosa 0 tomentosa; sus coloraciones varian
de amarillo palido a rojo puarpura, su longitud puede ser de 2.70 a 11.60 cm, su anchura
de 2.30 a 6.90 cm y su peso de 7.50 a 237.90 g (Reyes-Aguero et al., 2009). Tres tipos
de frutos son identificables: 1) los de sabor dulce, con cascara delgada y semillas
rodeadas por pulpa abundante, 2) los secos, con cascara delgada y semillas rodeadas
con pulpa escasa o nula, y 3) los acidos conocidos como xoconostles, con céscara
comestible, gruesa, suculenta y acida, y semillas rodeadas con pulpa escasa (Alvarez y
Pefa-Valdivia, 2009; Garcia-Pedraza et al., 2005; Reyes-Aguero et al., 2005). En 126
variantes de Opuntia spp. Reyes-Aguero et al. (2009) documentaron la amplitud de
dulzura de la pulpa de los frutos de 1.7 a 19.7° Brix. En frutos de tuna dulce (O. dillenii
Haw.) la dulzura fue de 10.3° Brix (Diaz-Medina et al., 2007), y en los de la especie con
distribucion mayor (O. ficus-indica (L.) Mill.) los registros van desde 11.7 hasta 15.7
°Brix (Felker et al., 2005; Schirra et al., 1999; Walker et al., 2011).

Debido a la diversidad y distribucion amplia de especies y variantes se infiere que
la variabilidad genética de este género es sobresaliente; esto se relaciona con su
adaptabilidad ecoldgica alta para vivir en condiciones climaticas diversas (Stintzing y
Carle, 2005). La variabilidad de las caracteristicas fisicas de las semillas del género
Opuntia, como longitud, anchura, grosor y biomasa puede ser un reflejo de la
variabilidad y riqueza del género (Adewale et al., 2012), aunque en general el tamafio

de las semillas es un rasgo asociado con la habilidad de las especies para dispersarse



y establecerse (Leishman y Murray, 2001; Obeso et al., 2011), que en el caso de
Opuntia, esta caracteristica se complemente con su multiplicacion vegetativa.

Las caracteristicas morfologicas de las semillas pueden emplearse en estudios
evolutivos. Caracteres micromorfologicos de las semillas de Ephedra (Ickert-Bond vy
Rydin, 2011), Gentiana (Davitashvili y Karrer, 2010) y Moehringia (Minuto et al., 2011)
fueron empleados para identificar especies y evaluar procesos evolutivos de esos
géneros. En la literatura especializada no se encontraron estudios de evolucién o
domesticacion con base en los caracteres morfologicos de las semillas de Opuntia. En
contraste, si existen aquellos donde las caracteristicas de estas estructuras, se ha
evaluado la calidad del fruto para consumo humano (Aguilar-Estrada et al., 2003;
Barbera et al., 1994).

La humanizacion de la biota es un proceso evolutivo integrado por presiones de
seleccidn naturales y culturales, que probablemente se inicia en ciertas poblaciones
silvestres, elegidas por sus caracteres deseables, y puede terminar por efecto de la
seleccion humana, en diferencias genéticas y morfolégicas que las distinga claramente
de sus ancestros silvestres (Harlan, 1992; Pickersgill, 2007; Perales y Aguirre, 2008).
Este proceso es gradual y continuo, y su rapidez y profundidad depende de la especie
(Perales y Aguirre, 2008) y del grado de interaccion con los humanos. El conjunto de
diferencias morfolégicas, fisioldégicas, bioguimicas y genéticas entre las especies
domesticadas y sus congéneres silvestres constituye el sindrome de domesticacion
gue, en algunos casos, puede disminuir la capacidad de la especie domesticada para
sobrevivir en ambientes naturales (Zohary, 2004). Los atributos que configuran el
sindrome de domesticacidon o humanizacién extrema incluyen modificaciones diversas,
como la disminucién de la capacidad de dispersiéon o disminucion de las semillas
viables, el incremento en tamafo de los oOrganos de interés antropocéntrico, la
modificacion de la reproduccion sexual, la disminucion de la latencia de las semillas y la
pérdida de la proteccion quimica o mecanica contra herbivoros (McKey et al., 2010;
Pefia-Valdivia et al., 2012; Pickersgill, 2007).

En Opuntia, Reyes-Aguero et al. (2005) reconocieron el grado de humanizacion
de varias especies con base en la comparacion multivariable de 42 caracteristicas

morfolégicas de las plantas, cladodios, nopalitos y frutos de 483 variantes. Asi,



establecieron que O. streptacantha Lem. se ubicé en el extremo menos humanizado o
silvestre, seguida de O. hyptiacantha A. Web. y O. megacantha Salm-Dyck, en la parte
intermedia, y en el otro extremo, el de las variantes con grado mayor de humanizacion,
identificaron a O. albicarpa Sheinvar y a O. ficus-indica. Entre los cambios en los frutos
relacionados directamente con la humanizacion, dichos autores reconocieron el
incremento del dulzor de la pulpa y del tamafio del fruto, ademas de la disminucion de
la cantidad y dureza de las semillas, y el cambio en las proporciones de semillas
abortadas y normales por fruto.

Ademads, Aguilar-Estrada et al. (2003) documentaron en Opuntia el efecto de la
humanizacion en los caracteres morfolégicos de las semillas. El interés por las semillas
ha sido principalmente por su relacion con la calidad del fruto para consumo humano
(Aguilar-Estrada et al., 2003; Barbera et al., 1994). En un analisis de los cultivares
italianos Gailla y Rossa de O. ficus-indica, se registré que el tamafio del fruto dependid
del nimero y peso de las semillas por fruto; que el peso de la pulpa (58 a 90 g) se
correlaciond positiva y significativamente con el nimero de semillas (234 a 319); y que
la relacion de semillas normales y abortadas fue constante, independientemente de su
cantidad total en los frutos (Barbera et al.,, 1994). Aguilar-Estrada et al. (2003)
documentaron que los frutos de Opuntia tienen en promedio 229 semillas, de las cuales
186 son normales y 43 son abortadas; pero, estos datos pueden variar con la especie,
el cultivar y las condiciones de desarrollo de la planta (Barbera et al., 1994). La pulpa
de la tuna se desarrolla desde el exterior de las células epidérmicas de la envoltura
funicular y del funiculo de ambos tipos de semillas (Pimienta y Engleman, 1985), y el
contenido de pulpa depende de la cantidad de semillas del fruto. Pero, en la eleccién
de cultivares para la producciéon de frutos, se prefieren variantes con pocas semillas,
pequeias o con abundancia de abortadas (Aguilar-Estrada et al., 2003; Barbera et al.,
1994).

Otro aspecto a considerar en este estudio son los metabolitos secundarios, los
cuales se definen como compuestos organicos que, en general, no tienen funcién
directa con el desarrollo de la planta (Taiz y Zeiger, 2010). La distribucién de estos
metabolitos esta restringida a ciertos grupos taxondémicos y tienen una funcion

importante en la interaccion de los organismos con su ambiente (Bourgaud et al., 2001;



Wink, 2003). Ademas, varios de estos compuestos son responsables del color,
apariencia, aroma y sabor de los frutos y hojas (Tomas-Barberan y Robins, 1997). Los
metabolitos secundarios son una caracteristica adaptativa que se ha diversificado por
seleccién natural, y en las plantas tienen algun papel en la proteccion contra virus,
bacterias, hongos, plantas competitivas y algunos herbivoros (Bourgaud et al., 2001;
Wink, 2003).

Algunos de estos compuestos quimicos se han empleado como marcadores junto
con los caracteres morfolégicos para identificar especies. En un estudio intra e inter
especifico de diversidad quimica de flavonoides en 67 muestras de Dionysia y Primula,
se evidencié la relacion de estos compuestos con caracteres morfologicos vy
taxonomicos (Valant-Vetschera et al., 2010). Un estudio relacionado con la taxonomia y
sistematica del género Pinus mostré que los patrones de algunos marcadores
bioquimicos coinciden con la clasificacion taxondmica (Kaundun y Lebreton, 2010). En
el caso de Opuntia, Benson (1982) relaciond los resultados del andlisis quimico de
flavonoides en cladodios de un afio de edad con los analisis morfolégicos en algunas
variantes del sureste de California, EE.UU., que pudieron haberse originado por la
hibridacibn de especies nativas de porte bajo, como O. littoralis Engelm. y O.
phaeacantha Engelm., con O. ficus-indica, especie introducida desde México por los
colonizadores espafioles entre los siglos XVII y XVIII. El citado autor, observé que
algunos flavonoides estaban sélo en la especie introducida y otros en las nativas; esto
permiti6 comparar los compuestos presentes en los hibridos e identificar su
procedencia.

La tendencia global actual hacia el consumo de alimentos con compuestos
antioxidantes naturales ha impulsado el estudio de las especies que los contienen;
entre ellas estan las de Opuntia (Saleem et al., 2006; Stintzing y Carle, 2005). La
presencia de compuestos fendlicos se ha comprobado en Opuntia y se ha demostrado
su dependencia de la especie, del érgano y del disolvente de extraccion. Asi, las
diferencias en el contenido de compuestos fendlicos de la cascara de tuna de O.
ficus-indica y del cladodio fueron de hasta 50 %, con la concentracidén mayor de estos
metabolitos en los cladodios (Moussa-Ayoub et al., 2014). Los cladodios de O.

ficus-indica, O. leucotricha DC, O. lindheimeri Engelm., O. rastrera, O. robusta WendlI.,



O. streptacantha y O. undulata Griffiths también presentaron estos compuestos
fendlicos (de 0.3 a 180.3 mg equivalentes de acido géalico [GAE] g?) (Lee et al., 2002;
Santos-Zea et al., 2011). En un estudio entre variantes silvestres y cultivadas de
Opuntia spp. se obtuvo entre 2.0 y 20.0 mg GAE g™ en cladodios (Guevara-Figueroa et
al., 2010). En las flores de O. ficus-indica, O. stricta Haw. y O. microdays (Lem.) Pfeiff.
también se ha documentado la presencia de fenoles (de 1.24 a 80.9 mg GAE g?)
(Ammar et al., 2012; Chahdoura et al., 2014). En la pulpa de O. ficus-indica, O. dillenii
(Ker Gawl.) Haw., O. joconostle A. Web. y O. matudae Sheinvar concentraciones de 0.4
a 72.3 mg GAE g™* se han documentado (Abdel-Hameed et al., 2014; Corral-Aguayo et
al., 2008; Diaz-Medina et al., 2007; Moussa-Ayoub et al., 2007; Morales et al., 2012;
Osorio-Esquivel et al., 2011).

Del grupo de compuestos fendlicos, los flavonoides han sido ampliamente
estudiados en cladodios (Guevara-Figueroa et al., 2010; Lee et al, 2002;
Moussa-Ayoub et al.,, 2014; Saleem et al., 2006; Santos-Zea et al., 2011), flores
(Chahdoura et al., 2014) y frutos (Abdel-Hamed et al., 2014; Kuti, 2004; Lee et al.,
2002; Morales et al., 2012 y 2014; Moussa-Ayoub et al., 2014; Osorio-Esquivel et al.,
2011). En menor medida también se han documentado los acidos fendlicos en
cladodios (Guevara-Figueroa et al., 2010) y frutos (Morales et al., 2014).

Los terpenoides se han cuantificado en concentracion de 0.06 a 32.4 % con
respecto al total de metabolitos secundarios, en flores de O. ficus-indica en etapas
diferentes de desarrollo (Ammar et al., 2012). En la literatura especializada no se
encontré informacion de terpenoides en algun otro érgano de las plantas del género
Opuntia.

El conjunto de caracteres bioquimico-morfolégicos de la planta pueden explicar
algunos cambios relacionados con el proceso de humanizacion. Las evidencias
sefialan que en Opuntia este proceso ha tenido como base el interés por los frutos y
nopalitos (Reyes-Agtero et al., 2005). Entre los cambios quimicos documentados en
Opuntia en este respecto, estan las modificaciones del contenido y caracteristicas de
compuestos como polisacaridos estructurales (LOpez-Palacios et al., 2012
Pefia-Valdivia et al., 2012). De los polisacaridos estudiados, el grupo de los mucilagos

ha recibido mayor atencién por su papel fisiolégico en las plantas, relacionado con la



resistencia a sequias y heladas (Goldstein y Nobel, 1994; Nobel, 2012; Nobel et al.,
1992). Ademas, los mucilagos estan en proporcién mayor en O. ficus-indica (11.7 %)
(L6pez-Palacios et al., 2012), una de las especies con grado mayor de humanizacion y
de distribucion mas amplia en el mundo (Griffith, 2004; Nobel, 2012; Reyes-Agtiero et
al, 2005), en contraste con las especies calificadas como silvestres.

Lo descrito en parrafos anteriores muestra que la diversidad génica de Opuntia
puede describirse con base en los caracteres morfolégicos, fisiolégicos o bioquimicos
(Wang et al., 1998), y que estos caracteres pueden ayudar a reconocer los cambios
con su humanizacion. El avance en la descripcién del género y en su humanizacion y
domesticacion puede incrementarse reconociendo las diferencias y similitudes intra- e
interespecificas de las caracteristicas menos estudiadas de las semillas, los frutos y los
nopalitos. Por ello, objetivos de este estudio fueron:

e Evaluar los cambios en los caracteres fisicos de frutos y semillas como efecto

de la variacion inter- e intraespecifica del género Opuntia (Cactaceae).

e Relacionar el grado de humanizaciéon de Opuntia con la biomasa del fruto y
con la cantidad y caracteristicas fisicas de sus semillas.

e Evaluar la variacion inter- e intraespecifica del contenido y tipos de fenoles,
flavonoides y terpenoides en los nopalitos del género Opuntia.

La hipotesis planteada fue que los caracteres fisicos de frutos y semillas, y los
metabolitos secundarios de los nopalitos son inherentes de cada especie pueden ser
alterados como resultado de su humanizacién. Las hipotesis particulares son:

e Las diferencias en las caracteristicas fisicas de frutos y semillas estan
relacionadas con los procesos de humanizacion y domesticacion del género
Opuntia.

e Los frutos de tamafio mayor con pocas semillas normales, mayor cantidad de
semillas abortadas, corresponden a las variantes y especies con grado mayor
de humanizacion.

e Por lo menos tres grupos de metabolitos (acidos fendlicos, flavonoides y
terpenoides) existen en los nopalitos del género Opuntia y su variacion

intraespecifica es menor que la interespecifica.
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Capitulo Il. Revision de literatura

Origen

Las cactaceas son endémicas de América (Benson, 1982) y sus formas ancestrales
fueron plantas foliadas extintas que vivieron en territorios emergidos del Caribe
(Rodriguez-Mesa, 2001). De esas formas se originaron las subfamilias Opuntiodeae y
Ceroideae, aproximadamente hace 30 a 35 millones de afios (Anderson, 2001; Arakaki
et al., 2011); a la vez, éstas se dispersaron hacia el norte y el sur del continente
americano, regiones en las que la mayoria se diferencio en géneros que alcanzaron
una diversificacion y endemismo notable en las regiones aridas (Anderson, 2001;
Arakaki et al., 2011; Bravo, 1978).

Opuntia Mill. junto con Mamillaria Haw. son de los géneros con mayor diversidad y
distribucion en la familia Cactaceae (Anderson, 2001; Reyes-Aglero et al., 2009). El
género Opuntia se diversificd aproximadamente hace 7.5 millones de afios (Arakaki et
al.,, 2011), por lo que aun se encuentra en un proceso de cambio continuo y
diferenciacion evolutiva (Labra et al., 2003). Diversos autores sefalaron que el origen
geografico y evolutivo de Opuntia es incierto (Anderson, 2001; Bravo, 1978; Britton y
Rose, 1919; Griffith, 2004), en parte por la distribucion amplia de sus especies en Norte
y Sudameérica (Anderson, 2001). Sin embargo, Saenz (2006) menciona que Opuntia se
origind en las regiones tropicales y subtropicales de América. Al respecto, Majure et al.
(2012), en un estudio para delinear el clado de Opuntia y su origen geogréafico con base
en métodos moleculares y biogeograficos, sugirio que el ancestro mas reciente de
Opuntia procede del oeste de América del Sur, desde donde se disperso a los valles
centrales de los Andes del Perl y a los desiertos del oeste de América del Norte. Los
autores también sefialan que su especiacion se incrementdé en Ameérica del Norte por
hibridacion y subsecuente aloploidia, evento comun en Opuntia. Recientemente, la
dispersion mayor del género en el mundo se llevé a cabo, por antropocoria, durante el

periodo de la colonia espafiola en América (Saenz, 2006).
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Generalidades morfoldgicas de Opuntia

Cladodio

Las plantas de Opuntia tienen adaptacion ecoldgica especializada, con divergencias en
su morfologia, que las hace sobrevivir en condiciones ambientales diferentes (Stintzing
y Carle, 2005). Bravo (1978) las define como plantas arborescentes, arbustivas o
rastreras con tronco bien definido o con ramas desde la base, con tallos globosos,
claviformes o aplanados llamados cladodios. Los cladodios son verdes y muy carnosos,
con forma lanceolada, eliptica u obovada e incluyen aréolas con yemas axilares y hojas
caducas pequeiias (Bravo, 1978; Gibson y Nobel, 1986). La longitud de los cladodios,
cuando han alcanzado su crecimiento maximo, es de 17 a 63 cm, la anchura es de 12 a
32 cm y el espesor es de 0.5 a 4.0 cm; en ocasiones tienen manchas rojas o purpuras
bajo la aréola y presentan epidermis cerosa o pubescente. En su estado juvenil los
cladodios reciben el nombre de nopalitos, los cuales presentan un podario prominente
o tendiendo a plano, con hojas verdaderas pequefias (0.3 a 0.9 cm de longitud) con
forma conica y color verde o con aspecto rojizo (Reyes-Aguero et al., 2009). Estas
hojas pequefas, originadas en las aréolas, son caducas y pueden persistir hasta que el
cladodio se expande completamente (Gibson y Nobel, 1986). En la literatura
especializada no hay informacidn acerca de la funcién fisiologica de las hojas,
particularmente sobre que compuestos aportan, como producto de la fotosintesis, que
probablemente realizan.

Los cladodios se lignifican con el tiempo y pueden llegar a transformarse en
verdaderos tallos lefiosos, agrietados, de color ocre blancuzco y grisaceo (Saénz,
2006). En México, los cladodios tiernos o nopalitos se consumen como verdura,
mientras que los cladodios maduros tienen otros usos, principalmente como forraje
(Stintzing y Carle, 2006).

Los cladodios de Opuntia tienen aréolas en ambas caras y en los méargenes, en
esas aréolas se localizan los meristemos que dan lugar a espinas, estructuras foliares y
espinas pequefias, caducas, formadas de la misma manera que las espinas
persistentes, llamadas gloquidios y que caracterizan a la subfamilia Opuntiodeae
(Bravo, 1978; Gibson y Nobel, 1986; Wallace y Gibson, 2002). En los nopalitos, las

aréolas tienen indumento color castafio, negro, amarillo, blanco o gris, entre cero y
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trece pelos setosos y de cero a tres espinas cada una (Reyes-Aguero et al., 2009). El
meristemo areolar puede formar una raiz adventicia, una flor o un cladodio nuevo
cuando existe el estimulo ambiental apropiado (Saenz, 2006); debido a que el
meristemo se agota, sélo genera 6rganos nuevos una vez (Gibson y Nobel, 1986).

Por ser las hojas de Opuntia caducas, los cladodios de Opuntia evolucionaron
para realizar la fotosintesis. Asimismo, el establecimiento del metabolismo acido de las
crasulaceas (MAC) fue un proceso adaptativo para sobrevivir en condiciones con
temperaturas altas y periodos prolongados de restriccion de humedad. EI MAC se
caracteriza por la entrada de CO; a la planta, predominantemente por la noche, con la
intervencion de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc) y el fosfoenolpiruvato
se forman &cidos con cuatro atomos de carbono (fase ). Estos &cidos son
descarboxilados durante el dia, lo que eleva la concentracion intercelular de CO, al
permanecer cerrados los estomas en el dia (fase lll). Entre estas dos fases hay
periodos transicionales de asimilacion neta de CO, al comienzo y final del dia (fases Il
y IV), cuando la PEPc vy la ribulosa bifosfato carboxilasa (RUBISCO) pueden contribuir
a la asimilacién de CO, (Cushman, 2001; Luttge, 1987; Osmond, 1978).

Flor y fruto
Las yemas florales de Opuntia se desarrollan en el meristemo areolar (Bowers, 1996).
Bravo (1978) y Reyes-Aguero et al. (2009) sefnalaron que las flores de Opuntia son
grandes con segmentos del perianto comunmente amarillos, pero a veces color rosa,
anaranjado o rojizo, que pueden variar de tono después de abiertos. El pericarpelo es
cilindrico, cénico truncado, obovado u ovalado, lanceolado u oblongo, con aréolas
rombicas, circulares, ovaladas u obovadas, en ocasiones oblanceoladas u ovadas. Las
aréolas de las que surgen las flores pueden tener o no cerdas, hojas, pelos y
gloquidios, y ausencia de espinas. El estigma cuenta con 4 a 14 |obulos verdes o
amarillos. Los tépalos son oblanceolados o lanceolados con el apice emarginado o
mucronado.

El desarrollo de las yemas florales ocurre en cladodios desde un afio de edad, y a
partir de que las plantas tienen dos o mas afos de edad (Wessels y Swart, 1990); las

flores aparecen en las aréolas marginales, principalmente (Nieddu y Spano, 1992). En
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O. ficus-indica se observé que las yemas florales tienen un desarrollo rapido, a partir de
un meristemo cubierto por tricomas pluricelulares sobre la cicatriz del peciolo, y la
diferenciacion de la yema floral ocurre cuando alcanza 0.5 cm de longitud (Nieddu y
Spano, 1992). El eje floral muestra al pedicelo unido al cladodio, al pericarpio en ovario
infero y al receptaculo que contiene el perianto, androceo y gineceo (Bravo, 1978). Los
granos de polen son esféricos, cubicos o dodecaédricos (Reyes-Aguero et al., 2006).
Algunas especies tienen nectarios en la base del estilo (Grant y Hurd, 1979). El estilo
es simple, hueco y de color verde o amarillo, aunque también puede tener color rosa,
rojo o anaranjado (Bravo, 1978). El estigma aparece sobre las anteras, al centro de las
flores, y es verde, anaranjado o amarillo (Anderson 2001; Bravo, 1978). El ovario es
unilocular y contiene numerosos évulos y semillas primordio (Bravo, 1978).

El desarrollo del fruto sucede en tres fases consecutivas, en la primera el
crecimiento es rapido y hay ganancia marcada de la biomasa fresca y seca en la
cascara; en la segunda el crecimiento es suspendido y se incrementa la masa en las
semillas; en la tercera el crecimiento del fruto es rapido después del cambio de color y
es cuando hay ganancia mayor de masa de la pulpa (Barbera et al., 1992).

El fruto es mas o menos globoso, ovoide hasta turbinado, algunas veces
pedunculado, con longitud de 2.7 a 11.6 cm, anchura de 2.3 a 6.9 cm y biomasa de 7.5
a 238.0 g. El 4pice presenta la concavidad del receptaculo u ombligo mas o menos
profunda, desnuda después de la caida del perianto, de los estambres y del estilo
(Bravo, 1978; Reyes-Aguero et al., 2009).

La cascara tiene grosor de 0.14 a 3.10 cm y apariencia cerosa o tomentosa; esta
cubierta de aréolas (de 13 a 94) con gloquidios y las espinas estan rara vez presentes.
La consistencia de la pulpa al tacto es dura a suave; la dulzura de la pulpa se ubica
entre 1.7 y 19.7 °Brix y su biomasa varia de 0.5 a 154.0 g (Bravo, 1978; Reyes-Aguero
et al., 2009).

Los frutos pueden ser de tres tipos: frescos, con semillas rodeadas de pulpa
distribuidas en todo el fruto y con cascara delgada; secos, con pulpa escasa, semillas
abundantes y céascara delgada; y tipo xoconostle, con pulpa escasa, semillas
abundantes y circunscritas al centro, con funiculos relativamente secos y cascara

gruesa y acida (Bravo, 1978; Sheinvar, 1999). Ademas, se ha documentado que la
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cantidad de pulpa esta en funcion de la cantidad de semillas presentes, toda vez que la
pulpa deriva de las envolturas funiculares (Ortiz-Hernandez y Alcantar-Gonzalez, 1999;

Pimienta y Engleman, 1985).

Semillas

Las semillas de Opuntia son lenticulares con testa clara, arilo ancho, embriéon con
hipocotilo, cotiledones grandes y perispermo bien desarrollado (Bravo, 1978). Los
frutos de Opuntia contienen semillas normales y abortadas, pero la envoltura funicular
de ambas contribuye igualmente a formar la pulpa (Pimienta, 1990; Pimienta y
Engleman, 1985). Las tunas de 116 especies evaluadas por Reyes-Aguero et al. (2009)
tuvieron de 3 a 447 semillas normales y hasta 306 abortadas, con biomasa total de
0.02 a 8.94 g por fruto. Otros autores han documentado contenidos diferentes (Cuadro
2.1).

Las semillas normales tienen tamafio y dureza mayores que las abortadas,
caracteristicas indeseables para consumo humano (Barbera et al., 1994; Weiss et al.,
1993). Respecto al tamafio, se ha documentado que las semillas normales tienen de
0.3 a 0.5 cm de longitud y de 0.2 a 0.4 cm de anchura y dureza de 9 a 456 kgf (Aguilar-
Estrada et al., 2003; Reyes-Aguero et al., 2009; Rodriguez y Nava-Cedillo, 1998). En el
presente estudio se cuantificé el nUmero total de semillas, el de normales y el de las
abortadas por fruto de 115 variantes, correspondientes a 17 especies; ademas se
evaluo su longitud, anchura, grosor, masa deshidratada y dureza de las normales para
identificar posibles diferencias relacionadas con la domesticacion del género Opuntia.

Las semillas abortadas en los frutos pueden ser resultado de la falta de recursos
maternos (Hossaert y Valero, 1988), la influencia de predadores o patégenos (Ghazoul
y Satake, 2009), la mutacién del esporofito o gametofito (Seavy y Carter, 1996), la
degeneracion del primordio seminal (Helenurm y Schaal, 1996) o efecto de la
concentracion de giberelinas (Mitsuhashi, 2003; Ortiz-Hernandez y Alcantar-Gonzélez,
1999). Al respecto, la reduccién en el nimero de semillas normales e incremento en las
abortadas en O. ficus-indica se observd al aplicar thidiazuron (1 mgL™) y &cido
giberélico (5 mgL™) (Mitsuhashi, 2003).
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Cuadro 2.1 Contenido y biomasa de semillas en el fruto de Opuntia spp. registrados

por diferentes autores.

Contenido de semillas por fruto Biomasa total

Especie (Nam.) de semillas Fuente

Normales Abortadas  Total por fruto (g)
0. albicarpa 206 72 278 3.93 Lopez-Palacios et al. (2015)
0. crassa 212 3.64 Parish y Felker (1997)
0. ficus-indica 127-174  101-151  234-319 2.80-3-80 Barbera et al. (1994)
0. ficus-indica 202 69 271 3.60 Lopez-Palacios et al. (2015)
0. ficus-indica 134-230  115-200  282-401 3.50-4.70 Mitsuhashi (2003)
0. ficus-indica 121-129 Nerd et al. (1991)
0. ficus-indica 204-296 2.19-5.59 Parish y Felker (1997)
0. ficus-indica 85-122 3.10 Weiss et al. (1993)
O. hyptiacantha 187 20 207 2.76 Lopez-Palacios et al. (2015)
0. hyptiacantha 191 2.95 Parish y Felker (1997)
O. inermis 279 3.54 Parish y Felker (1997)
0. megacantha 185 33 218 3.07 Lopez-Palacios et al. (2015)
0. megacantha 248-304 2.79-4.31 Parish y Felker (1997)
0. streptacantha 168 8 176 2.11 Lopez-Palacios et al. (2015)
0. streptacantha 201 3.29 Parish y Felker (1997)

En diversas especies de Opuntia se ha documentado apomixis (Reyes-Aguero et
al., 2006). La apomixis es una forma de reproduccion asexual que ocurre en el
primordio seminal (Koltunow, 1993). El proceso de apomixis imita muchos de los
eventos que ocurren en la reproduccién sexual y dan lugar a semillas fértiles, pero
estas semillas tienen la misma constitucion genética que la planta madre (Koltunow et
al., 1995). En Opuntia es comun el desarrollo de embriones adventicios del tejido
nucelar (agamospermia espordfita), o el desarrollo del embrion en un primordio seminal

sin fertilizar (partenogénesis) (Garcia y Pimienta, 1996; Vélez y Rodriguez, 1996).

Clasificacion taxondémica

La clasificacion taxondmica del nopal es la siguiente (Guzman et al., 2003):
Reino Plantae Haeckel

Division Magnoliophyta Cronquist, Takht. & Zimmer

Clase Magnoliopsida Cronquist, Takht. & Zimmer
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae Juss.
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Subfamilia  Opuntioideae K. Schum.

Tribu

Género

Opuntieae Salm-Dyck
Opuntia (L.) Mill.

Este género comprende numerosas especies agrupadas en tres subgéneros

(Cylindropuntia, Tephrocactus y Opuntia, anteriormente Platyopuntia) y en 29 series.

En México se han identificado especies de 17 series del subgénero Opuntia (Bravo,
1978; Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2 Series taxondémicas de Opuntia (Bravo, 1978).

Serie Caracteristicas Especies

Basilares Plantas desde postradas hasta arbustivas muy ramosas que O. basilaris
forman matorrales. Los articulos son azulados y pubescentes, O. microdasys
con numerosas aréolas pequefias provistas de gloquidas O. pycnocantha
abundantes, casi siempre sin espinas. El fruto es seco y carnoso O. rufida
con semillas grandes y lisas o irregularmente rugosas. 0. tapona

Criniferae Plantas con aréolas pequefias y proximas que llevan, ademas de O. huajuapensis
las espinas, numerosos pelos largos o cerdas. 0. pailana

0. pilifera
0. scheeri

Chaffeyanae Difiere del resto de las especies de Opuntia porque tiene un O. chaffeyi
rizoma muy desarrollado del que emergen tallos anuales con
articulos largos casi cilindricos.

Dillenianae Plantas arbustiformes o arboreas con articulos grandes, O. aricola
aplanados y persistentes; sus espinas amarillas con la base color O. bensonii
castafo y en ocasiones sin espinas. 0. cantabrigiensis

0. chrolotica

0. lindheimeri

0. littoralis

0. neochrysacantha
O. pyriformis

0. stricta

0. tehuantepecana

Elatiores Plantas de porte alto con articulos planos, anchos y persistentes. 0. excelsa
Tienen aréolas aciculares, setosas o subuladas color castafio. O. fuliginosa

Algunas especies estan desprovistas de espinas.
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Cuadro 2.2 (Continuacion)

Serie Caracteristicas Especies

Ficus-indicae Plantas arborescentes, con articulos grandes y sin espinas o muy 0. crassa
escasas; cuando estan presentes son pequefias y blancas. Las O. ficus-indica
flores son grandes, color amarillo o anaranjado. 0. undulata

Leucotrichae Plantas arborescentes con articulos pubescentes con aréolas O. leucotricha
pequefias y proximas, provista de abundantes espinas setosas,
largas y blancas, especialmente en el tallo. El fruto es globoso,
blanco amarillento con tinte purpureo y con olor suave y
agradable.

Macdougalianae Arborescentes con articulos persistentes, anchos y planos, O. atropes
delgados; epidermis pubescente y de espinas amarillas. 0. bravoana

O. durangensis
0. jaliscana
0. velutina

O. wilcoxii

Opuntiae Plantas postradas o rastreras, rara vez erectas, con articulos O.compressa
pequefios, persistentes, mas o menos tuberculados, orbiculares O. macrorhiza
hasta ovales con pocas espinas con raices mas o menos O. plumbea
carnosas Y flores grandes.

Phaeacanthae  Plantas arbustiformes o rastreras, con articulos relativamente O. atrispina
grandes, aplanados y persistentes. Tienen espinas gruesas y O. azurea
subuladas de color castafio en la base y casi blancas en algunas O. phaeacantha
especies. O. rastrera

0. violaceae

Polyacanthae Plantas de porte bajo, rastreras y de espinas abundantes, largas O. arenaria

y setosas, de color claro a marrdn. 0. fragilis
0. polyacantha
0. erinacea

Pumilae Plantas de tamafio reducido, de espinas abundantes. Articulos O. pumila
cilindricos, aplanados ligeramente. Tienen espinas con punta O. pubescens
retrobarbada. Flores amarillas.

Robustae Plantas grandes con tronco mas o menos bien definido. Tiene O. cochinera
articulos grandes de color verde azulado. Sus espinas son O. robusta

blancas o amarillentas.
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Cuadro 2.2 (Continuacion)

Serie Caracteristicas Especies
Streptacanthae  Plantas arborescentes con ramificaciones numerosas. Tiene O. albicarpa
articulos glabros y de color verde. Sus espinas son blancas o O. chavena
ligeramente amarillas, aciculares o subuladas. Las flores son O. hyptiacantha
amarillas o anaranjdas de tamafio grande; su fruto es carnoso. O. joconostle
0. lasiacantha
0. megacantha
0. rzedowskKii
0. spinulifera
O. streptacantha
Strigiles Plantas arbustiformes de porte bajo, con articulos grandes, O. strigil
provistos de aréolas numerosas y muy proximas que llevan
espinas aciculares rojizas 0 morenas; su fruto es pequefo y
jugoso.
Tomentosae Plantas arborescentes con articulos planos, pubescentes y O. guilanchi
persistentes y con espinas blancas, en caso de haberlas. O. rileyi
O. spraguei
0. tomentella
0. tomentosa
Tunae Plantas arbustiformes de porte bajo o postradas, con tronco mas O. decumbens

0 menos hien definido, articulos pubescentes y no se desprenden
con facilidad. Las aréolas estan rodeadas con una mancha roja
en la época seca. Las espinas son aciculares subuladas,
amarillas o blancas. El fruto es carnoso de color rojo.

O. depressa
O. puberula

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos organicos que no tienen funcion
directa en el desarrollo o crecimiento de la planta (Taiz y Zeiger, 2010), pero que su
distribucion esta restringida a ciertos grupos taxondémicos, en los que tienen alguna
funcion importante en la interaccion del organismo con el ambiente (Bourgaud et al.,
2001; Wink, 2003). Algunos compuestos estan acompafiados por varios derivados y
compuestos de menor importancia (Wink, 2003), y son responsables del color,
apariencia, aroma y sabor de

(Toméas-Barberan y Robins, 1997).
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En una planta los patrones cualitativos y cuantitativos de sus MS son complejos,
pues su contenido varia entre los tejidos, estadios de desarrollo, individuos y
poblaciones; ademas, pueden sdélo presentarse en un érgano-especifico. Los 6rganos
con la importancia mayor para la sobrevivencia y reproduccion tienen el contenido de
MS mas alto (Wink, 2003). Los MS representan caracteristicas adaptativas que se han
diversificado con la evolucién y selecciéon natural contra virus, bacterias, hongos,
plantas competidoras y algunos herbivoros (Bourgaud et al., 2001; Wink, 2003).

Durante la etapa reproductora de las plantas los MS pueden ser atrayentes de los
polinizadores, como son los terpenos, antocianinas y carotenoides en las flores.
También, se ha documentado la presencia de algunos compuestos toxicos en los frutos
inmaduros y su eliminacion en la madurez, por lo que se ha sugerido que funcionan
como proteccion de las semillas en esta etapa critica de desarrollo (Wink, 2003).
Algunos MS tienen ciertas funciones fisioldgicas, como coadyuvantes en la movilizacion
de algunos compuestos toxicos y como almacén de compuestos fendlicos
(flavonoides), los cuales a la vez, pueden proteger a la planta de los rayos UV
(Bourgaud et al., 2001; Li et al., 1993; Wink, 1988 y 2003).

Los MS se encuentran en concentracion baja, frecuentemente menor que 1 % del
carbono total, y usualmente se encuentran almacenados en células u Organos
especificos (Bourgaud et al., 2001). Estos productos del metabolismo se clasifican de
acuerdo con su ruta de sintesis y se consideran tres familias de moléculas: compuestos
fendlicos, terpenos y nitrogenados (Bourgaud et al., 2001; Taiz y Zeiger, 2010). Debido
a la abundancia y diversidad de compuestos en las diferentes especies, en el presente
estudio solo se analizaron los compuestos fendlicos y terpenoides.

Existen cambios en la concentracion de MS en relacion con condiciones de estrés
estd documentada. Cuando los recursos son limitados, las especies que producen los
metabolitos para su proteccién asignaran cantidades menores de esos recursos al
crecimiento y reproduccion; lo anterior resulta en un balance entre desarrollo y
proteccion, el cual regularad el flujo de carbono entre los metabolismos primario y
secundario. Asi, las plantas expresan sus adaptaciones contra el estrés ambiental
(Herms y Wattson, 1992; Susuki et al., 2004).
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Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son los MS con distribucion mayor en el reino vegetal
(Cheynier et al., 2013) y se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con
uno, dos 0 mas grupos OH (Taiz y Seiger, 2010). Quideaeu et al. (2011) sefialaron que
el término “compuestos fendlicos vegetales” se refiere a los MS naturales
biogenéticamente derivados de la ruta del siquimato/fenilpropanoide, la cual produce
directamente fenilpropanoides, o de la ruta del acetato/mevalonato, la cual puede
producir fenoles simples. La ruta del &cido siquimico es la responsable de la mayoria
de los compuestos fendlicos en plantas superiores, y la del acido malénico es poco
comun en ellas, pero es importante en bacterias y hongos. A partir de eritrosa-4-P y de
acido fosfoenolpirtvico se inicia una serie de reacciones que conducen a la sintesis de
acido siquimico y de sus derivados (amino &cidos arométicos: fenilalanina, triptéfano y
tirosina) (Figura 2.1) (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Eritrosa-4 Acido fosfoenolpinivico
fosfato

(de la ruta de las

pentosas fosfato)

Figura 2.1 Ruta de biosintesis de los compuestos fenodlicos (Avalos y Pérez-Urria,
2009).

Algunos de estos compuestos son solubles en disolventes organicos, los acidos
carboxilicos y ciertos glucésidos son solubles en agua, y otros, los de cadenas largas,
son polimeros insolubles (Taiz y Seiger, 2010). Los compuestos fendlicos se clasifican
de acuerdo con su estructura basica (Cuadro 2.3), y son de tamafio molecular bajo.
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Diversas especies vegetales comparten varios de estos compuestos y otros se

encuentran solo en ciertas especies (Cheynier et al., 2013).

Cuadro 2.3 Estructura de los tipos de compuestos fendlicos (Cheynier et al., 2013).

Tipo de compuesto Estructura
Fenoles simples Ce
Benzoquinonas

Acidos fenélicos Ce-C1
Aldehidos

Acetofenonas Ce-C2
Acido fenilacético

Acido hidroxicinamico Ce-Cs
Coumarinas

Fenilpropanos

Cromonas

Naftoquinonas Ce-Cy
Xantonas Ces-C1-Cs
Estilbenos Cs-C2-Cs
Antraguinonas

Flavonoides C6-C3-Cq
Isoflavonoides

Neoflavonoides

Bi-, tri- flavonoides (CG-Cl-C6)2,3
Dimeros antocianidinas

Lignanos (Ce-Cs):
Neolignanos

Ligninas (C6-C3)n
Catecol melaninas (Cé)n
Florotaninos

Taninos condensados (C6-C3-Co)n

En esta revision se consideran unicamente los acidos fendlicos, flavonoides y
taninos. Los acidos fendlicos generalmente se encuentran confinados en forma de
complejos con azucares o acidos organicos; son componentes de estructuras
complejas, como la lignina y los taninos hidrolizables (Tomas-Barberan et al., 2000).
Los flavonoides y sus complejos forman un grupo amplio de productos naturales con
mas de 10,000 estructuras diferentes identificadas actualmente (Veicht y Grayer, 2008).

Los flavonoides se encuentran en diversos tejidos vegetales, dentro de las células y en
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la superficie de los 6rganos vegetales. De acuerdo con la union del anillo aromatico al
benzopirano, este grupo se divide en tres clases: flavonoides, isoflavonoides y
neoflavonoides (Grotewold, 2006).

Los taninos son compuestos fendlicos con peso molecular relativamente alto, que
forman complejos con los carbohidratos y las proteinas. En plantas superiores se
conocen dos grupos principales: taninos hidrolizables y taninos condensados; estos
altimos son los polifenoles més abundantes en plantas lefiosas, menos comunes en las
plantas herbaceas y frecuentemente restringidos a tejidos especificos (Cheynier et al.,
2013).

Los fenoles vegetales intervienen en varias funciones que les permiten a las
plantas sobrevivir y adaptarse a disturbios naturales. En condiciones de estrés, el
incremento en el contenido de compuestos fendlicos se asocia al aumento de la
actividad de la amonio fenilalanina liasa, chalcona sintasa y otras enzimas (Cheynier et
al., 2013).

Terpenos

Los terpenos son el grupo mas numeroso de MS, pues se conocen mas de 20,000
tipos. Estos metabolitos son esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas
(e.g. fitohormonas tipo giberelina) y también intervienen en la interaccion de la planta
con el ambiente (Tholl, 2006). Los terpenos volatiles y no volatiles estan implicados en
la atraccion de los polinizadores y los predadores de los herbivoros, en la proteccion
contra el estrés foto-oxidativo, en la mediacion de la termotolerancia y en la proteccion
directa contra microorganismos e insectos (Loreto et al., 2004; Pichersky vy
Gershenzon, 2002; Sharkey y Yen, 2001). Los terpenos suelen ser insolubles en agua
y derivan de la unién de unidades de isopreno (Cs); por esto, se clasifican por el
nimero de unidades de isopreno: en monoterpenos (Cip), sesquiterpenos (Cis),
diterpenos (Cy), triterpenos (Cgp), tetraterpenos (Cy4o) y politerpenos (con mas de ocho
unidades de isopreno) (Avalos y Pérez-Urria, 2009). Este tipo de MS se sintetiza por
dos rutas; una es la del acido mevalonico, activa en el citosol, en la que tres moléculas
de acetil coenzima A se condensan para formar isopentenil pirofosfato (IPP, por su

siglas en inglés); la otra ruta es la del metileritritol fosfato en los cloroplastos, la cual
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también genera IPP. EIl IPP se condensa en su isdémero alilico (dimetilalil difosfato,
DMAPP) y por medio de reacciones de condensacion catalizadas por prenil
transferasas se obtiene geranil difosfato (GPP, precursor de monoterpenos), farnesil
difosfato (FPP, precursor de sesquiterpenos) y geranilgeranil difosfato (GGPP,
precursor de diterpenos) (Figura 2.2). La terpeno sintasa (TPS) es la enzima
responsable de catalizar la formacion de estos compuestos (Avalos y Pérez-Urria,
2009; Tholl, 2006).
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Figura 2.2 Ruta de biosintesis de los terpenos (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

La gran variedad estructural de los terpenos presentes en el reino vegetal se debe
principalmente a la evolucién de la superfamilia de terpeno sintasa, la cual incluye mas
de 100 genes TPS conocidos (Tholl, 2006). Estudios realizados por Martin et al. (2004)

mostraron que muchos TPS de las gimnospermas forman una familia distinta a la de
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las angiospermas. Sin embargo, estos estudios indican que las TPS tienen un ancestro
comun para la sintesis de diterpenos, que es previo a la diferenciacion de

angiospermas y gimnospermas (Martin et al., 2004; Trapp y Croteau, 2001).

Metabolitos secundarios en nopal

Recientemente, el consumo frecuente de frutas y vegetales ricos en antioxidantes se
ha sefalado que es adecuado para reducir los riesgos de padecer ciertas
enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer (Abdel-Hameed et al., 2014). Los
cladodios de Opuntia han sido empleados tradicionalmente como plantas medicinales
para tratar una variedad de enfermedades, particularmente diabetes e
hipercolesterolemia. A los cladodios también se les han atribuido con otros efectos
benéficos para la salud, como anti-inflamatorios, cicatrizantes, antigenotoxicos,
neuroprotectores, hipotensores, inmunomoduladores, antivirales y antioxidantes
(Ahmad et al., 1996; Dok-Go et al., 2003; Galati et al., 2003; Saleem et al., 2005; Zorgui
et al., 2009). Estudios recientes se han enfocado a la capacidad antioxidante de
extractos hidrofilicos de los cladodios, principalmente atribuido a fenoles y flavonoides
(Corral-Aguayo et al., 2008; Lee et al., 2002).

La concentracion y tipo de compuestos fendlicos varian entre los 6rganos de las
plantas. Al respecto, se ha documentado que en O. ficus-indica la cascara de la tuna
tienen contenido mayor de fenoles que los cladodios (Moussa-Ayoub et al., 2014).
También, la concentracion de los compuestos fendlicos totales cambia en dependencia
de la naturaleza quimica (polaridad) del disolvente utilizado para su extraccion (Cuadro
2.4). La comparacion de la informacion en la literatura se facilita debido a que el
contenido de fenoles se expresa comunmente en mg equivalentes de acido galico

(GAE, por sus siglas en inglés) por g de extracto.
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Cuadro 2.4 Grupos de metabolitos secundarios registrados en Opuntia spp.

Especie Organo Solvente Grupo de MS Contenido Fuente

0. dillenii Fruto (pulpa) Metanol Comp. fendlicos 1.2 mg GAE g8 Diaz-Medina et al. (2007)
0. ficus-indica Cladodio Etanol Comp. fendlicos 180.3 mg GAE gt Lee et al. (2002)

0. ficus-indica Cladodio Metanol Comp. fendlicos 9.5-11.0 mg GAE g1 Moussa-Aroub et al. (2014)
0. ficus-indica Cladodio Metanol Comp. fendlicos 0.32-0.59 mg GAE g1 Santos-Zea et al. (2011)
0. ficus-indica Cladodio Hexano Comp. fendlicos 209.1 mg GAE ¢! Corral-Aguayo et al. (2008)
0. ficus-indica Flor Etanol Comp. fendlicos 13.3-49.0 mg GAE gt Ammar et al. (2012)

0. ficus-indica Flor Hexano Terpenoides 0.06 — 32.4 %t Ammar et al. (2012)

0. ficus-indica Fruto (céscara) Agua Comp. fendlicos 7.9 -11.5mg GAE mlt Abdel-Hameed et al. (2014)
0. ficus-indica Fruto (cascara) Metanol Comp. fendlicos 7.0 -9.0mg GAE g! Moussa-Ayoub et al. (2014)
0. ficus-indica Fruto (pulpa) Agua Comp. fendlicos 6.7 - 10.6 mg GAE ml! Abdel-Hameed et al. (2014)
0. ficus-indica Fruto (pulpa) Hexano Comp. fendlicos 72.3 mg GAE g Corral-Aguayo et al. (2008)
0. ficus-indica Fruto (pulpa) Metanol Comp. fendlicos 0.45 mg GAE g+ Diaz-Medina et al. (2007)
0. ficus-indica Fruto (pulpa) Metanol Comp. fendlicos 2.5-3.5mg GAE g1 Moussa-Ayoub et al. (2014)
O. joconostle Fruto Metanol Comp. fendlicos 0.11-18.45mgg? Morales et al. (2014)

0. joconostle Fruto Metanol Comp. fendlicos 15.0 - 20.0 mg GAE ¢! Osorio-Esquivel et al. (2011)
O. joconostle Fruto (pulpa) Metanol Comp. fendlicos 38.6 mg GAE g Morales et al. (2012)

0. joconostle Semillas Metanol Comp. fendlicos 50.4 mg GAE g+ Morales et al. (2012)

0. leucotricha Cladodio Metanol Comp. fendlicos 0.80 mg GAE g Santos-Zea et al. (2011)
0. lindheimeri Cladodio Metanol Comp. fendlicos 0.75 mg GAE g+ Santos-Zea et al. (2011)
0. matudae Fruto (pulpa) Metanol Comp. fendlicos 33.7 mg GAE g+ Morales et al. (2012)

0. matudae Semillas Metanol Comp. fendlicos 59.5 mg GAE g Morales et al. (2012)

0. microdays Flor Metanol/ Agua Comp. fendlicos 1.24 mgg?! Chahdoura et al. (2014)
0. rastrera Cladodio Metanol Comp. fendlicos 0.69 mg GAE g+ Santos-Zea et al. (2011)
0. robusta Cladodio Metanol Comp. fendlicos 0.56 — 0.64 mg GAE g1 Santos-Zea et al. (2011)
0. streptacantha Cladodio Metanol Comp. fendlicos 0.66 mg GAE g+ Santos-Zea et al. (2011)
0. stricta Flor Etanol Comp. fendlicos 13.1-80.9 mg GAE gt Ammar et al. (2012)

0. undulata Cladodio Metanol Comp. fendlicos 0.90 mg GAE g+ Santos-Zea et al. (2011)
Opuntia spp. Cladodio Metanol Comp. fendlicos 2.0 —19.9 mg GAE g Guevara-Figueroa et al. (2010)

§ Expresado como mg equivalentes de &cido galico (GAE) g de extracto
T Porcentaje con respecto al total de muestra analizada
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Para cladodios de O. ficus-indica se ha documentado la presencia de 0.3 a 0.6 mg
GAE g™ en un extracto metandlico (Santos-Zea et al., 2011) y hasta 180.3 mg GAE g*
en un extracto etandlico (Lee et al., 2002). Esta amplitud de concentraciones es
superior a la obtenida en los cladodios de otras especies, como O. leucotricha, O.
lindheimeri, O. rastrera, O. robusta, O. streptacantha y O. undulata, en las cuales dicha
concentraciéon varia entre 0.6 y 0.9 mg GAE g’ (Santos-Zea et al., 2011).
Guevara-Figueroa et al. (2010) registraron una amplitud de 2.0 y 20.0 mg GAE g* al
evaluar variantes silvestres y cultivadas de Opuntia spp.

Las flores de O. stricta presentaron concentracion mayor de compuestos fendlicos
(13.1 a 80.9 mg GAE g™?) que las flores de O. ficus-indica (13.3 a 49.0 mg GAE g*) y de
O. microdasys (1.24 mg g*) (Ammar et al., 2012; Chahdoura et al., 2014).

En la pulpa de los frutos de O. ficus-indica el contenido de fenoles vario desde 0.4
hasta 72.3 mg GAE g, y en O. dillenii fue de 1.2 mg GAE g* (Abdel-Hameed et al.,
2014; Corral-Aguayo et al., 2008; Diaz-Medina et al., 2007; Moussa-Ayoub et al.,2007).

La cascara de tuna de O. ficus-indica presentd contenido mayor de compuestos
fendlicos (7.0-11.5 mg GAE g%) que la pulpa (Abdel-Hameed et al., 2014;
Moussa-Ayoub et al., 2014). En el tejido comestible de O. joconostle la amplitud del
contenido de compuestos fenélicos totales fue de 15.0 a 38.6 mg GAE g™ (Morales et
al., 2012; Osorio-Esquivel et al., 2011), mientras que sus semillas tuvieron 50.4 mg
GAE g*. En O. matudae, otra especie de xoconostle, se cuantificaron 33.7 y 59.5 mg
GAE g* en la regién comestible del fruto y las semillas, respectivamente (Morales et al.,
2012).

Del grupo de compuestos fendlicos, los flavonoides han sido ampliamente
estudiados en cladodios (Guevara-Figueroa et al., 2010; Lee et al, 2002
Moussa-Ayoub et al., 2014; Saleem et al., 2006; Santos-Zea et al., 2011), flores
(Chahdoura et al., 2014) y frutos (Abdel-Hamed et al., 2014; Kuti, 2004; Lee et al.,
2002; Morales et al., 2012 y 2014; Moussa-Ayoub et al., 2014; Osorio-Esquivel et al.,
2011). Los acidos fendlicos han sido menos documentados en cladodio
(Guevara-Figueroa et al., 2010) y en fruto (Morales et al., 2014).

Otros productos del metabolismo secundario detectados en Opuntia son los

terpenoides. Estos compuestos se han detectado en flores de O. ficus-indica, en etapas
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diferentes de desarrollo, en concentracion de 0.06 a 32.4 % respecto al total de
metabolitos secundarios observados (Ammar et al., 2012). Sobresale la ausencia en la
literatura especializada de informacién referente a los terpenoides en el género
Opuntia, pues con excepcion del estudio citado no se localizé mas informacion al
respecto ni para otro 6rgano de Opuntia.

La variabilidad en el contenido de productos del metabolismo secundario entre
estudios de diversos autores para un mismo tejido puede deberse a factores
intrinsecos (genéticos, etapa de desarrollo) de cada especie o variante, extrinsecos
(ambientales) o a la interaccion entre ellos (Stintzing y Carle, 2005). Los resultados de
diversos estudios mostraron que los tejidos con contenido alto de compuestos fendlicos
tienen capacidad antioxidante mayor que aquellos con contenidos bajos (Santos-Zea et
al., 2011). Lee et al. (2002) observaron que los extractos etandlicos de O. ficus-indica
mitigan efectivamente el estrés oxidativo en biomoléculas susceptibles, como el ADN.
Ammar et al. (2012) estudiaron el efecto microbicida de extractos hexanicos aislados
de flores de O. ficus-indica y O. stricta en estado diferente de desarrollo; estos autores
encontraron que las flores en etapa post-antesis tuvieron el mayor efecto antioxidante y

antibacterial.

Domesticacion

Antes de describir el concepto de domesticacion es conveniente identificar las
diferencias entre humanizacion y domesticacion. La humanizaciéon, en general, re
refiere a la interaccion de los humanos con la biota y es un proceso continuo en el cual
se pueden reconocer tres fases: la primera es la recoleccion de las especies
espontaneas mas abundantes, persistentes, Utiles y reactivas positivamente a ese
proceso; la segunda es el desarrollo de un cultivo incipiente, en el que las especies
recolectadas con mayor frecuencia y durante mas tiempo también resultan las mejores
y funcionales en los ambientes mas humanizados; la tercera incluye la diferenciacion
genética, con la que las especies mas exitosas bajo cultivo empiezan a diferir
morfologica, fisioldégica y ecoldgicamente de sus conspecificas silvestres (Perales y
Aguirre, 2008). En los vegetales, los extremos del gradiente de humanizacion

corresponden a las especies silvestres que ocasionalmente son recolectadas y a las
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especies producidas exclusivamente en campos agricolas (domesticadas). Asi, todas
las especies domesticadas son humanizadas, pero no todas las especies humanizadas
son domesticadas.

De acuerdo con Harlan (1992), la domesticacion vegetal se entiende como el
proceso evolutivo continuo, dirigido por la seleccidon humana, que produce la fijacion de
un conjunto de alelos caracteristicos de los fenotipos favorables para el consumo y
cultivo humano existentes en las poblaciones silvestres, y que las disminuye o elimina
su capacidad para sobrevivir en ambientes naturales.

En la escala evolutiva humana, la domesticacion es un evento relativamente
reciente, en el cual, es posible reconocer e identificar al ancestro silvestre de las
variantes domesticadas. Este proceso de identificacibn se basa principalmente en
analisis de similitudes morfoldgicas, genéticas, de distribucién geogréafica, u otras
(Ladizinsky, 1987). En las regiones donde se llevo a cabo el proceso de humanizacion
se pueden localizar poblaciones con diferentes niveles de asociacion con Homo
sapiens (Reyes-Aguero, 2005). Asi, en las plantas con cierto grado de domesticacion
se observan cambios en la habilidad competitiva, incremento en el tamafo de los
organos de interés, variabilidad morfologica mayor, reduccion de la dispersion y de
estructuras y sustancias con funciones de proteccion, ausencia de fertilidad seminal en
variantes con reproduccion vegetativa, cambios en los habitos de crecimiento y
fotoperiodo, pérdida de latencia y germinacion uniforme, auto compatibilidad mayor,
rendimiento mayor, y otros (Baker, 1971; Casas et al.,, 1999 y 1996; Reyes-Agulero,
2005).

En algunos arboles frutales y en productoras de O6rganos subterraneos de
almacenamiento el proceso de domesticacion favorecio la propagacion vegetativa
(Zohary, 2004; Zohary y Hopf, 2004). En el caso de los cultivos reproducidos por
semilla, las plantas se sometieron a un ciclo de recombinacion y selecciéon en cada
siembra. Consecuentemente estos cultivos tuvieron cientos de ciclos de seleccion, lo
que condujo a que divergieran gradualmente de sus ancestros silvestres (Zohary,
2004).

Los cultivos con posibilidad de ser propagados vegetativamente tienen una

historia de seleccion diferente. Primero se seleccionaron individuos que se
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distinguieron por sus caracteres excepcionales ya sea en sus frutos, tubérculos u otras
estructuras de la planta. Subsecuentemente, pudieron ocurrir segregaciones
producidas por cruzas espontaneas o favorecidas entre clones cultivados x cultivados o
entre individuos cultivados x silvestres. ElI cambio en el predominio de la reproduccion
sexual por la propagacion vegetativa hizo posible fijar caracteres deseables
rapidamente en los cultivos. Los cultivos propagados asexualmente tienen ciclos
pequefios de recombinacién y seleccidbn comparados con los cientos de ciclos que
tuvieron que ocurrir en los cultivos propagados por semilla (Zohary, 2004).

También la fertilidad de las semillas y el polen presenta diferencias entre los
cultivos reproducidos por semilla y los propagados asexualmente. En los cultivos
reproducidos sexualmente la fertilidad es automaticamente salvaguardada mediante la
estabilizaciéon de la seleccién, y las mutaciones que la pudieran afectar son eliminadas
rapidamente. En contraste, la propagacion vegetativa brinda una relajacion rapida en la
seleccion que salvaguarda la fertilidad. Bajo este supuesto, los clones deseables
pueden ser estériles o semi estériles. Esto deriva en polimorfismo entre los cultivos
propagados vegetativamente (Zohary, 2004).

En Mesoameérica el registro de los primeros signos de domesticacion de plantas
muestra que este proceso ocurrio hace unos 7000 a 9600 afios, y la seleccion artificial
in situ podria haber sido la forma utilizada en el proceso (Casas et al., 1997). En un
principio, la seleccién por los humanos se enfocé a la produccién de alimentos; sin
embargo, con el tiempo se ampli6 a la obtencion de otros bienes como fibras,
estimulantes, medicamentos, colorantes, forrajes, materiales para construccion de

habitacion, ornamentales, y otros (Zohary, 2001).

Literatura citada

Abdel-Hameed, E.-S.S., M.A. Nagaty, M.S. Salman y S.A. Bazaid. 2014.
Phytochemicals, nutritionals and antioxidant properties of two prickly pear cactus
cultivars (Opuntia ficus-indica Mill.) growing in Taif, KSA. Food Chemistry. 160: 31-
38.

Aguilar-Estrada, A., J.A. Reyes-Aguero y J.R. Aguirre R. 2003. Caracterizacion de la
semilla de 403 variantes de nopal (Opuntia spp.). En: Esparza, G., M.A. Salas L.,

32



J. Mena C. y R.D. Valdez Z. (eds.). Memoria del IX Congreso Nacional y VII
Congreso Internacional sobre Conocimiento y Aprovechamiento del Nopal.
Gobierno del Estado de Zacatecas, México. pp. 117-120.

Anderson, E.F. 2001. The cactus family. Timber Press. Portland, Oregon. USA.

Ahmad, A., J. Davies, S. Randall y G.R. Skinner. 1996. Antiviral properties of extract of
Opuntia streptacantha. Antiviral Research. 30: 75-85.

Ammar, I., M. Ennouri, B. Khemakhem, T. Yangui y H. Attia. 2012. Variation in chemical
composition and biological activities of two species of Opuntia flowers at four
stages of flowering. Industrial Crops and Products. 37: 34-40.

Arakaki, M., P.A. Christin, R. Nyffeler, A. Lendel, U. Eggli, R.M. Ogburn, E. Spriggs,
M.J. Moore y E.J. Edwards. 2011. Contemporaneous and recent radiations of the
world’s major succulent plant lineages. Proceeding of the National Academy of
Sciences. 108: 8379-8384.

Avalos G., A. y E. Pérez-Urria C. 2009. Metabolismo secundario de plantas. Reduca
(Biologia), Serie Fisiologia Vegetal. 2: 119-145.

Baker, H.G. 1971. Human influences of plant evolution. BioScience 21(3): 108.

Barbera G., F. Carimi, P. Inglese y M. Panno. 1992. Physical, morphological and
chemical changes during fruit development and ripening in three cultivars of
prickly pear. Opuntia ficus-indica (L.) Miller. Journal of Horticultural Science. 67:
307-312.

Barbera, G., P. Inglese y T. La-Mantia. 1994. Seed content and fruit characteristics in
cactus pear (Opuntia ficus-indica Mill.). Scientia Horticulturae. 58: 161-165.

Benson, L. 1982. The Cacti of the United States and Canada. Stanford University
Press. Stanford, California, USA. 1044 p.

Bourgaud, F., A. Gravot, S. Milesi y E. Gontier. 2001. Production of plant secondary
metabolites: a historical perspective. Plant Science. 161: 839-851.

Bowers, J.W. 1996. More flowers or new cladodes? Environmental correlates and
biological consequences of sexual reproduction in a Sonoran Desert prickly pear
cactus O. engelmannii. Bulletin of the Torrey Botanical Club. 123: 34-40.

Bravo H., H. 1978. Las cactaceas de México. Universidad Nacional Autonoma de
México. México, D.F. 365 p.

33



Briton, N.L.; Rose, J.N. 1919. The Cactaceae, vol. 1. Carnegie Institution of
Washington. Washington D.C., EE.UU. 241 p.

Casas, A., J. Caballero, C. Mapes y S. Zarate. 1997. Manejo de la vegetacion,
domesticaciéon de plantas y origen de la agricultura en Mesoamérica. Boletin de
la Sociedad Botanica de México. 61: 31-47.

Casas, A., J. Caballero, A. Valiente B., A. Soriano y P. Davila. 1999. Morphological
variation and the process of domestication os Stenocereus stellatus (Cactaceae)
in Central Mexico. American Journal of Botany. 86: 522-533.

Casas, A., M. del C. Vasquez, J.L. Viveros y J. Caballero. 1996. Plant management
among de Nahua and the Mixtec in the Balsas River Basin, Mexico: an
ethnobotanical approach to the study of plant domestication. Human Ecology. 24:
465-478.

Chahdoura, H., J.C.M. Barreira, L. Barros, C. Santos-Buelga, I.C.F.R. Ferreira y L.
Achour. 2014. Phytochemical characterization and antioxidant activity of Opuntia
microdasys (Lehm.) Pfeiff flowers in different stages of maturity. Journal of
Functional Foods. 9: 27-37.

Cheynier, V., G. Comte, K.M. Davies, V. Lattanzio y S. Martens. 2013. Plant phenolics:
recent advances on their biosynthesis, genetics, and ecophysiology. Plant
Physiology and Biochemistry. 72: 1-20.

Corral-Aguayo, R.D., E.M. Yahia, A. Carrillo-L6pez y G. Gonzélez-Aguilar. 2008.
Correlation between some nutritional components and the total antioxidant
capacity measurement with six different assays in eight horticultural crops.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 56: 10498-10504.

Cushman, J.C. 2001. Crassulacean acid metabolism: a plastic photosynthetic
adaptation to arid environments. Plant Physiology. 127: 1439-1448.

Diaz-Medina, E.M., E.M. Rodriguez-Rodriguez y C. Diaz-Romero. 2007. Chemical
characterization of Opuntia dillenii and Opuntia ficus-indica fruits. Food
Chemistry. 103: 38-45.

Dok-Go, H., K.H. Lee, H.J. Kim, E.H. Lee, J. Lee, Y.S. Song, Y.H. Lee, C. Yin, Y.S.

Lee y J. Cho. 2003. Neuroprotective effects of antioxidactive flavonoids

34



quercetin, (+)-dihydroquercetin and quercetin 3-methyl ether, isolated from
Opuntia ficus-indica var. Saboten. Brain Research. 28: 1844-1852.

Galati, E.M., M.R. Mondello, M.T. Monforte, M. Galluzo, N. Miceli y M.M. Tripodo.
2003. Effect of Opuntia ficus-indica (L.) Mill. cladodes in wound-healing process.
Journal of the Professional for Cactus Development. 5: 1-16.

Garcia, A.M. y E. Pimienta B. 1996. Cytological evidences of agamospermy in Opuntia
(Cactaceae). Haseltonia. 4: 39-42.

Gibson, A.C. y P.S. Nobel. 1986. The cactus primer. Harvard University Press.
Cambridge, Massachusetts. USA. 286 p.

Ghazoul, J. y A. Satake. 2009. Nonviable seed set enhances plant fitness: the
sacrificial sibling hypothesis. Ecology. 90: 369-377.

Granados S., A. y A.D. Castafieda P. 1991. El nopal, historia, fisiologia, genética e
importancia fruticola. Trillas. México, D.F. 227 p.

Grant, V, y P.D. Hurd. 1979. Pollinitation of the southwesterm Opuntias. Plant
Systematics and Evolution. 133: 15-28.

Griffith, M.P. 2004. The origins of an important cactus crop, Opuntia ficus-indica
(Cactaceae): new molecular evidence. American Journal of Botany. 91: 1915-
1921.

Grotewold, E. 2006. The genetics and biochemistry of floral pigments. Annual Reviews
of Plant Biology. 57: 761-780.

Guevara-Figueroa, T., H. Jiménez-Islas, M.L. Reyes-Escogido, A.G. Mortensen, B.B.
Laursen, L.-W. Lin, A. de Leon-Rodriguez, 1.S. Fomsgaard y A.P. Barba-de la
Rosa. 2010. Proximate composition, phenolics acids, and flavonoids
characterization of comercial and wild nopal (Opuntia spp.). Journal of Food
Composition and Analysis. 23: 525-532.

Guzman, U., S. Arias y P. Davila. 2003. Catdlogo de cactaceas mexicanas.
Universidad Nacional Autonoma de México y Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad de México. 315 p.

Harlan, J.R. 1992. Crops and Man. 2" Ed. American Society of Agronomy and Crop

Science Society of America. Wisconsin, USA.

35



Helenum, K. y B.A. Schaal. 1996. Genetic and maternal effects of offspring fitness in
Lupinus texensis (Fabaceae). American Journal of Botany. 83: 1596-1608.

Herms, D.A. y W.J. Mattson. 1992. The dilemma of plants to grow or defend. The
Quarterly Review of Biology. 67: 283-335.

Hossaert, M. y M. Valero. 1988. Effect of ovule position in the pod on patterns of seed
formation in two species of Lathyrus (Leguminosea: Papilionoideae). American
Journal of Botany. 75: 1714-1731.

Koltunow, A.M. 1993. Apomixis: embryo sacs and embryos formed without meiosis or
fertilization in ovules. The Plant Cell. 5: 1425-1437.

Koltunow, A.M., R.A. Bicknell y A.M. Chaudhury. 1995. Apimixis: molecular strategies
for the generation of genetically identical seeds without fertilization. Plant
Physiology. 108: 1345-1352.

Kuti, J.0. 2004. Antioxidant compounds from four Opuntia cactus pear fruit varieties.
Food Chemistry. 85: 527-533.

Labra, M.; Grassi, F.; Bardini, M.; Imazio, S.; Guiggi, A.; Cittero, S.; Banfi, E.; Sgorbati,
S. 2003. Genetic relationships in Opuntia Mill. Genus (Cactaceae) detected by
molecular marker. Plant Science. 165: 1129-1136.

Ladizinski, G. 1987. Pulse domestication before cultivation. Economic Botany. 41: 60-
65.

Lee, J.C., H.R. Kim, J. Kim y Y.S. Jang. 2002. Antioxidant property of an ethanol
extract of the stem of Opuntia ficus-indica var. Saboten. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 50: 6490-6496.

Li, J., T.M. Ou-Lee, R. Raba, R.G. Amundson y R.L. Last. 1993. Arabidopsis mutants
are hypersensitive to UV-B radiation. Plant Cell. 5: 171-179.

Loreto, F., P. Pinelli, F. Manes y H. Kaollis. 2004. Impact of ozone on monoterpene
emissions and evidence for an isopropen-like antioxidant action of monoterpenes
amitted by Quercua ilex leaves. Tree Physiology- 24: 361-367.

Luttge, U. 1987. Carbon dioxide and water demand: crassulacean acid metabolism
(CAM), a versatile ecological adaptation exemplifying the need for integration in

ecophysiological work. New Phytologist. 106: 593-629.

36



Majure, L.C., R. Puente, M.P. Griffith, W.S. Judd, P.S. Soltis y D.E. Soltis. 2012.
Phylogeny of Opuntia s.s. (Cactaceae): Clade delineation, geographic origins,
and reticulate evolution. American Journal of Botany. 99: 847-864.

Martin, D.M., J. Faldt y J. Bohlmann. 2004. Functional characterization of nine Norway
spruce TPS genes and evolution of gymnosperm terpene synthases of the TPS-d
subfamily. Plant Physiology. 135: 1908-1927.

Mitsuhashi G., K.M. 2003. Thidiazuron (TDZ) y acido giberelico (AG3), sus efectos en
frutos de nopal (Opuntia ficus-indica M.) ‘Solferino’ con y sin semilla. Tesis de
Maestria. Colegio de Postgraduados. Montecillo, Texcoco, estado de México.
México. 77 p.

Morales, P., L. Barros, E. Ramirez-Moreno, C. Santos-Buelga e I.C.F. Ferreira. 2014.
Exploring xoconostle by-products as sources of bioactive compounds. Food
Research International. 65: 437-444.

Morales, P., E. Ramirez-Moreno, M. de C. Sanchez-Mata, A.M. Carvalho e I.C.F.R.
Ferreira. 2012. Nutritional and antioxidant properties of pulp and seeds of two
xoconostle cultivars (Opuntia joconostle F.A.C. Weberex Diguet and Opuntia
matudae Sheinvar) of high consumption in Mexico. Food Research International.
46: 279-285.

Moussa-Ayoub, T.E., E.-S. El-Hady, H.T. Omran, S.K. EI-Samahy, L.W. Kroh y S.
Rohn. 2014. Influence of cultivar and origin on the flavonol profile of fruits and
cladodes from cactus Opuntia ficus-indica. Food Research International. 54: 854-
872.

Nerd, A., A. Karady y Y. Mizrahi. 1991. Characteristics and effect of fertilization and
short droughts on productivity. HortScience. 26: 527-529.

Nieddu, G. y D. Spano. 1992. Flowering and fruit growth in Opuntia ficus-indica. Acta
Horticulturae. 296: 153-159.

Osmond, C.B. 1978. Crassulacean acid metabolism: a curiosity in context. Annual
Review of Plant Physiology. 29: 379-414.

Osorio-Esquivel, O., A. Ortiz-Moreno, V.B. Alvarez, L. Dorantes-Alvarez y M.M. Giusti.
2011. Phenolics, betacyanins and antioxidant activity in Opuntia joconostle fruits.
Food Research International. 44: 2150-2158.

37



Ortiz-Hernandez, Y.D. y G.E. Alcantar-Gonzalez. 1999. Efecto de reguladores del
crecimiento en tuna (Opuntia amyclaea) y pitahaya (Hylocereus undatus). En:
Aguirre R, J.R. y J.A. Reyes-Aguero (Eds.) Memorias del VIII Congreso Nacional
y VI internacional sobre conocimiento y aprovechamiento del nopal. San Luis
Potosi, S.L.P., México. pp 34-35.

Parish, J. y P. Felker. 1997. Fruit quality and production of cactus pear (Opuntia spp.)
fruit clones selected for increased frost hardiness. Journal of Arid Environments.
37: 123-143.

Perales R., H.R., J.R. Aguirre R. 2008. Biodiversidad humanizada. En: Capital natural
de México. Vol. 1. Conocimiento actual de la biodiversidad. Conabio, México. Pp.
565-603.

Pichersky, E. y J. Gershenzon. 2002. The formation and function of plant volatiles:
perfumes for pollinator attraction and defense. Current Opinion in Plant Biology.
5.237-243.

Pimienta, E. y E.M. Engleman. 1985. Desarrollo de la pulpa y proporcién en volumen
de los componentes del l6culo maduro de tuna (Opuntia ficus-indica (L.) Miller).
Agrociencia. 62:51-56.

Quidaeau, S., D. Deffieux, C. Douat-Casassus y L. Pouységu. 2011. Plant
polyphenols: chemical properties, biological activities, and synthesis.
Angewandte Chemie International Edition. 50: 586-621.

Reyes-Aglero, J.A. 2005. Variacion morfolégica de Opuntia (Cactaceae) y su relaciéon
con la domesticacion en la Altiplanicie Meridional de Meéxico. Tesis de
Doctorado. Universidad Nacional Autonoma de México. México, D.F. 175p.

Reyes-Aguero, J.A., J.R. Aguirre-Rivera, F. Carlin-Castelan y A. Gonzalez-Duran.
2009. Catélogo de las principales variantes silvestres y cultivadas de Opuntia en
la Altiplanicie Meridional de México. UASLP, SAGARPA y CONACyT. San Luis
Potosi, México.

Reyes-Aguero, J.A., J.R. Aguirre R. y A. Valiente-Banuet. 2006. Reproductive biology
of Opuntia: A review. Journal of Arid Environments. 64: 549-585.

Rodriguez-Mesa, J.M. 2001. Caracterizacion isoenzimatica, citolégica y morfolégica

de especies e hibridos interespecificos de nopal tunero (Opuntia spp.). Tesis de

38



Maestria. Colegio de Postgraduados. Montecillo, Texcoco, estado de México.
México. 76 p.

Rodriguez S., E. y A. Nava-Cedillo. 1998. Nopal, riqueza agroecolégica de México.
Direccion General de Educacién Tecnologica Agropecuaria. Subsecretaria de
Educacion e Investigacion Tecnologica. México, D.F. 160p.

Saenz, C. 2006. Utilizacion agroindustrial del nopal. Boletin de Servicios Agricolas de
la FAO. FAO. Roma, Italia. 165 p.

Saleem, R., M. Ahmad, A. Azmat, S.l. Ahmad, Z. Faizi, L. Abidi y S. Faizi. 2005.
Hypotensive activity, toxicology and histopathology of opuntioside-I and
methanolic extract of Opuntia dillenii. Biological and Pharmaceutical Bulletin. 28:
1844-1852.

Santos-Zea, L., J.A. Gutiérrez-Uribe y O. Serna-Saldivar. 2011. Comparative analyses
of total phenols, antioxidant activity, and flavonol glycoside profile of cladode
flours from different varieties of Opuntia spp. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 59: 7054-7061.

Seavy, S.R. y S.K. Carter. 1996. Ovule fates in Epilobium obcordatum (Onagraceae).
American Journal of Botany. 83: 316-325.

Sharkey, T.D. y S. Yen. 2001. Isopropen emission from plants. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biology. 52: 407-436.

Sheinvar, L. 1999. Biosistematica de los xoconostles mexicanos y su potencial
econdémico. En: Aguirre R., J.R. y J.A. Reyes-Aguero (Eds.). Memoria del VIII
Congreso Nacional y Il Internaciones sobre el Conocimiento y Aprovechamiento
del Nopal. Universidad Autonoma de San Luis Potosi. San Luis Potosi, pp. 255-
274.

Stintzing, F. y R. Carle. 2005. Cactus stems (Opuntia spp.): s review on their
chemistry, technology and uses. Molecular Nutrition & Food Research. 49: 175-
194.

Suzuki, H., Y. Xia, R. Cameron, G. Shadle, J. Blount, C. Lamb y R.A. Dixon. 2004.
Signals for local and systemic responses of plants to pathogen attack. Journal of
Experimental Botany. 55: 169-179.

39



Taiz, L. y E. Zeiger. 2010. Plant physiology. Fifth edition. Sinauer Associates Inc.,
Publishers. Massachesets, U.S.A. 782 pp.

Tholl, D. 2006. Terpene synthases and the regulation, diversity and biological roles of
terpene metabolism. Current Opinion in Plant Biology. 9: 297-304.

Tomas-Barberan, F.A. y R.J. Robins. 1997. Phytochemistry of fruits and vegetables.
Clarendon Press. U.S.A. 398 pp.

Trapp, S.C. y R.B. Croteau. 2001. Genomic organization of plant terpene synthases
and molecular evolutionary implications. Genetics. 158: 811-832.

Veitch, N.C. y R.J. Grayer. 2008. Flavonoids and their glycosides, including
anthocyanins. Natural Products Reports. 25: 555-611.

Vélez, G.C. y B. Rodriguez, G. 1996. Microscopic analysis of poliembriony in Opuntia
ficus-indica. Journal of the Professional Association for Cactus Development. 1:
39-48.

Wallace, R.S. y A.C. Gibson. 2002. Evolution and systematics. En: Nobel, P.S. (Ed.).
Cacti: Biology and Uses. University of California Press. Los Angeles, California.
EE. UU. Pp. 1-22.

Weiss, J., A. Nerd y Y. Mizrahi. 1993. Vegetative parthenocarpy in the cactus pear
Opuntia ficus-indica (L.) Mill. Annals of Botany. 72: 521-526.

Wessels, A.B. y E. Swart. 1990. Morphogenesis of the reproductive bud and fruit of
the prickly pear (Opuntia ficus-indica (L.) Mill. cv. Morado). Acta Horticulturae.
275: 245-253.

Wink, M. 1988. Plant breeding: importance of plant secondary metabolites for
protection against pathogens and herbivores. Theorical Applied Genetic. 75: 225-
233.

Wink, M. 2003. Evolution of secondary metabolites from an ecological and molecular
phylogenetic perspective. Phytochemistry. 64: 3-19.

Zohary, D. 2001. Domestication of crop plants. Encyclopedia of Biodiversity. 2: 217-
227.

Zohary, D. 2004, Unconscious selection and the evolution of domesticated plants.

Economic Botany. 58: 5-10.

40



Zohary, D. y M. Hopf. 2004. Domestication of Plants in the Old World. The origin and
spread of cultivated plants in West Asia, Europe and Nile Valley. 3". Ed. Oxford
University Press. New York, USA. 316 p.

Zorgui, L., I. Ayed-Boussema, Y. Ayed, H. Bacha y W. Hassen. 2009. The
antigenotoxic activities of cactus (Opuntia ficus-indica) cladodes against
mycotoxin zearalenone in Balb/c mice: prevention of micronuclei, chromosome
aberrations and DNA fragmentation. Food and Chemical Toxicology. 47: 662-
667.

41



Capitulo Ill. Variacién inter- e intraespecifica en biomasa de frutos, numero de

semillas y caracteristicas de semillas en Opuntia spp. (Cactaceae)’

Resumen

La domesticacion es un proceso evolutivo, que culmina con la generacion de individuos
0 poblaciones que se diferencian morfo-fisioldégica, quimica y genéticamente de sus
congéneres silvestres. En Opuntia se ha identificado un gradiente de domesticacion
con O. streptacantha en el extremo silvestre, seguida por O. hyptiacantha y O.
megacantha con grado intermedio y O. albicarpa y O. ficus-indica con domesticacion
mayor. El objetivo del estudio fue cuantificar y caracterizar los frutos y las semillas de
las variantes de Opuntia en este gradiente. La hipotesis fue que durante la
domesticacion se han seleccionado frutos mas grandes y con menos semillas
(normales y abortadas) y con dureza menor. A frutos de 89 variantes de la Altiplanicie
meridional de México se les determind la biomasa total y la de la pulpa con semillas; a
las semillas se les cuantificé su longitud, anchura y grosor, su nimero total y el de las
normales y abortadas, su masa deshidratada y la dureza de las normales. El disefio
experimental empleado fue completamente al azar con 89 tratamientos (variantes), seis
repeticiones por tratamiento y un fruto como unidad experimental. El tratamiento
estadistico de los datos consisti6 en ANDEVA, comparaciéon multiple de medias por
Tukey (p<0.05), ordenacion (componentes principales) y clasificacion (conglomerados)
multivariable. Los frutos de las variantes mas domesticadas tuvieron biomasa mayor
(p=<0.05) que las intermedias y silvestres. No hubo diferencias significativas en grosor ni
en dureza de las semillas. La biomasa del fruto y la pulpa se correlacionaron positiva y
significativamente con la biomasa de las semillas. Las especies mas domesticadas se
agruparon por sus frutos de tamafio mayor y con mas semillas abortadas. Con la
domesticacion de Opuntia se han modificado las dimensiones de las semillas e

incrementado su nimero de abortadas por fruto.

Palabras clave: Fruto, domesticacion, Opuntia, semillas, tuna.

! Articulo publicado: Lopez-Palacios, C., C.B. Pefa-Valdivia, J.A. Reyes-Agiero, J.R. Aguirre-Rivera,
H.M. Ramirez-Tobias, R.M. Soto-Hernandez y J.F. Jiménez-Bremont. 2015. Inter- and intra-specific
variation in fruit biomass, number sedes, and physical characteristics of seeds in Opuntia spp.,
Cactaceae. Genetic Resources and Crop Evolution. DOI 10.1007/s10722-015-0223-9 (Anexo A).
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Abstract

Domestication is an evolutionary process that culminates with the origin of individuals or
populations that are morpho-physiologically, chemically and genetically different from
their wild, congeneric relatives. In Opuntia, a gradient of domestication has been
identified from O. streptacantha in the wild, followed by O. hyptiacantha and O.
megacantha as intermediates, to O. albicarpa and O. ficus-indica at the higher end of
domestication. The aim of the present study was to quantify and characterize the fruits
and seeds of Opuntia varieties in this domestication gradient. The hypothesis was that
fruits were selected to be larger and to contain fewer and softer seeds (normal and
aborted) for domestication. For fruits of 89 varieties of the Southern Mexican Plateau,
total biomass and biomass of pulp with seeds was quantified; seed length, width,
thickness and dehydrated mass were measured, as well as hardness of normal seeds.
The total number of seeds was quantified and normal and aborted seeds were counted
separately. Experimental design was completely random with 89 treatments (variants)
and six replicates per treatment; the fruit was the experimental unit. The statistical tests
used were an ANDEVA, Tukey's multiple comparison test (p < 0.05), multivariate
ordination (Principal Components Analysis) and classification (Clustering Analysis).
Fruits of the most highly domesticated varieties had higher biomass (p < 0.05), followed
by intermediate and wild varieties. No significant differences (p > 0.05) were found in
seed thickness or hardness. Fruit and pulp biomass were positively and significantly
correlated with seed biomass. Species with greater domestication clustered according
to their larger fruits and the greater number of aborted seeds. Domestication of Opuntia

has modified seed dimensions and increased the number of aborted seeds per fruit.

Keywords: Domestication, fruit, Opuntia, prickly pear, seeds.
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Introduccion

La humanizacion de la biota es un proceso evolutivo integrado por presiones de
seleccién naturales y culturales, que comienza con ciertas poblaciones silvestres,
elegidas por sus caracteres deseables, y que puede terminar por efecto de la seleccién
humana, en diferencias genéticas y morfolégicas que las distinga de sus ancestros
silvestres (Harlan, 1992; Pickersgill, 2007; Perales y Aguirre, 2008). Este proceso es
gradual y continuo y su rapidez y profundidad depende de la especie (Perales y
Aguirre, 2008) y del grado de interaccién con los humanos. El conjunto de diferencias
morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas y genéticas entre las especies domesticadas y
sus congéneres silvestres constituye el sindrome de domesticacion; en algunos casos
puede disminuir la capacidad de la especie domesticada para sobrevivir en ambientes
naturales (Zohary, 2004). Los atributos que configuran el sindrome de domesticacion
incluye modificaciones diversas, como la disminucién de la capacidad de dispersion o
disminucién de las semillas viables, el incremento en tamafio de los érganos de interés
antropocéntrico, la modificacion de la reproduccion sexual, la disminucion de la latencia
de las semillas y la pérdida de la proteccién quimica o mecanica contra herbivoros
(McKey et al., 2010; Pefia-Valdivia et al., 2012; Pickersgill, 2007).

Opuntia y Mamillaria son los géneros con mayor diversidad y distribucién en la
familia Cactaceae; Opuntia incluye 188 especies y 78 de ellas, con su riqueza de
variantes silvestres y cultivares, son nativas de México (Anderson, 2001). La
recoleccion continua y sistematica de érganos de interés antropocéntrico durante la
domesticacion de Opuntia ha favorecido la persistencia de variantes con nopalitos,
frutos o0 ambos con caracteristicas excepcionales pues probablemente desde el inicio
de su humanizacion fueron toleradas, auspiciadas o cultivadas (Reyes-Aguero et al.,
2009).

Reyes-Aguero et al. (2005), con base en la comparacion multivariable de 42
caracteristicas morfolégicas de las plantas, cladodios, nopalitos y los frutos de 483
variantes, pudieron reconocer en ellas su grado de domesticacion. Asi, establecieron
que O. streptacantha Lem. ocups el extremo silvestre, seguida de O. hyptiacantha
F.A.C. Weber y O. megacantha Salm-Dycck, con grado intermedio de domesticacion, y

en el otro extremo, con grado mayor de domesticacion identificaron a O. albicarpa
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Sheinvar y a O. ficus-indica (L.). Entre los cambios en los frutos ocurridos con la
domesticacion, dichos autores reconocieron el incremento del dulzor de la pulpa y del
tamafio del fruto, ademas de la disminucién de la cantidad y dureza de las semillas, y el
cambio en la proporcién de semillas abortadas y normales por fruto.

En Opuntia se ha documentado el efecto de la domesticacion en los caracteres
morfoldgicos de las semillas (Aguilar-Estrada et al., 2003). El interés por las semillas ha
sido por su relacién con aspectos de la calidad del fruto para consumo humano
(Aguilar-Estrada et al., 2003; Barbera et al., 1994). En un analisis de cultivares italianos
Gailla y Rossa de O. ficus-indica, se registrd6 que el tamafio del fruto dependié del
numero y peso de las semillas por fruto; el peso de la pulpa se correlacion6 positiva y
significativamente con el nimero de semillas; y la relacion de semillas normales y
abortadas fue constante, independientemente de su cantidad total en los frutos
(Barbera et al., 1994). Aguilar-Estrada et al. (2003) documentaron que los frutos de
Opuntia tienen en promedio 229 semillas, de ellas 186 son normales y 43 son
abortadas; sin embargo, estos datos pueden variar con la especie, el cultivar y las
condiciones de desarrollo de la planta (Barbera et al., 1994). La pulpa de la tuna se
desarrolla desde el exterior de las células epidérmicas de la envoltura funicular y del
funiculo de ambos tipos de semillas (Pimienta y Engleman, 1985), y el contenido de
pulpa depende de la cantidad de semillas del fruto. Sin embargo, en la eleccion de
cultivares para la produccion de frutos, se prefieren variantes con pocas semillas,
pequeias o con abundancia de abortadas (Aguilar-Estrada et al., 2003; Barbera et al.,
1994).

El objetivo de este estudio fue relacionar el grado de domesticacion de Opuntia
con la biomasa del fruto, y con la cantidad y caracteristicas fisicas de sus semillas. La
hipdtesis fue que los frutos de tamafio mayor con pocas semillas normales, mayor
cantidad de abortadas, con dureza menor en las normales, correspondieron a las

variantes mas domesticadas.

Materiales y métodos
Se realiz6 una exploracion botanica en plantaciones comerciales, experimentales,

nopaleras de solar y nopaleras silvestres en 29 localidades de la Altiplanicie Meridional
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de México. Se recolectaron seis frutos de 89 variantes de cinco especies con distinto

grado de domesticacion (namero variable de recolectas por especie) (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1 Especies, variantes y numero de recolectas (N.R.) de nopal (Opuntia spp.)

incluidas en el estudio.

Especie y variantes N.R.  Especie y variantes N.R. Especie y variantes N.R.
O. streptacantha Chamacuero Monteza 1 Bola de Masa 3
Aguirrana 4 Chirriona 4 Burro 4
Burra 1 Cuervo Tuna 2 Burrona 5
Cardon 1 Jagtiefio 4 Copa de Oro 11
Cardon Potosino 2 Jarilla 2 COPENA T12 10
Demshikaja 5 Jarilla Grande 6 Cristalina 7
Isbini 1 Jarrilla K&ja 4 Cristalino 5
Jocoquillo 6 Manso Apastillada 4 Dadoké&ja 4
Sandia 2 Mieluda 3 Esmeralda 5
Santo Tomas 3 Morada de San Martin 6 Fafayuco 3
Trompa de Cochino 1 Naranjona 2 Gavia 5
Naranjona Dulce 1 Mango 2
O. hyptiacantha Naranjona Helia 2 Octubrefia 3
Amarilla 24 1 Oshikaja 1 Papanton 8
Blanca Victoria 1 Pico Chulo 7 Papino 2
Camueso 2 Reventon 11 Reyna 4
Cardon Blanco 5 Roja Saeta 1 Reynita 1
Cardon de la Papas 1 Rojo 10 3
Jaquena 5 Rubi Reyna 5 0. ficus-indica
Jokja 1 Sangre 1 Copena F1 3
Ladrillo 1 Sangre de Toro 1 Amarilla Milpa Alta 5
Nistokaja 2 Sangrita 1 Amarillo Huevo 2
Pachon 5 Sgt-INIFAP 1 Atlixco 1
Tonik&ja 5 Camuesa 2
0. megacantha Torreoja 1 Doctor Mora 4
Amarilla China 1 Tzebekaja 4 Liso 4
Amarilla Mansa 2 Liso Blanco 1
Amarilla Monteza 2 0. albicarpa Liso Forrajero 13
Amarilla Naranjona 3 Amarilla Olorosa 1 Promotora 1
Amarilla Ralefia 1 Amarilla Pera 5 Solferino 7
Apastillada Anaranjada 2 Anaranjado 2 Telokaja 6
Astikaja 1 Blanca 4 Telok&ja Roja 6
Bola de Masa 5 Blanca Chapeada 3
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Las cinco especies cubren el gradiente de domesticacion reconocido por
Reyes-Aguero et al. (2005). En los frutos se determind la biomasa total, la de la pulpa
con las semillas y la correspondiente a las semillas; también se determiné el porcentaje
de pulpa, semillas y cascara. En las semillas se cuantificé el nimero total por frutos, y
su correspondiente a las normales y las abortadas; de las semillas normales se midi6
su biomasa deshidratada y la longitud, anchura, grosor y dureza. Para estas
evaluaciones las semillas fueron separadas de la pulpa con ayuda de una licuadora
doméstica, con aspas sin filo; la pulpa se colocé en 1 L de agua, se accionaron las
aspas por 45 seg, a velocidad baja. El contenido del vaso se vertio en un cernedor con
48 orificios/cm?. Para eliminar los vestigios de las envolturas funiculares, el cernedor
con las semillas se colocé bajo un chorro de agua. Luego, las semillas se colocaron en
cajas Petri y se dejaron secar a temperatura del laboratorio (26 £+ 2°C) por 3 d. Las
semillas secas se mantuvieron en sobres de papel a la misma temperatura
(Reyes-Aguero et al., 2007).

La biomasa de los frutos y de la pulpa se cuantific6 con una balanza granataria
(Precisa modelo XB2200C, Suiza, con precision de £ 0.1 g). La biomasa de las semillas
secas se obtuvo en una balanza analitica (Scientech modelo SA120, EE.UU., con
precision de + 0.0001 g). Las dimensiones de las semillas se obtuvieron con calibrador
(Caliper-Mitutoyo, Japén; con precision de + 0.0001 cm y de lectura digital); la dureza
se cuantific6 en seis repeticiones por fruto, a través de la energia necesaria para
comprimir al 50 % el grosor de cada semilla, con una maquina universal de pruebas
(Instron Modelo 1000, EE.UU.), y con una celda de carga de 4.9 kN (500 kgy).

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar para evaluar los 89
tratamientos o variantes de nopal, con un fruto como unidad experimental por recolecta
y seis repeticiones. Las unidades experimentales se derivaron de 399 recolectas. La
distribucion de frecuencias de la biomasa de los frutos y semillas, y las del tamafio y
dureza de las semillas fue analizada para probar su normalidad con base en el andlisis
grafico de residuales y la prueba Shapiro-Wilks mediante el software InfoStat (Version
2011e) (Balzarini et al.,, 2008; Di-Rienzo et al., 2011). Las variables fueron
transformadas cuando no se cumplié el supuesto de normalidad. Los datos se

sometieron a ANDEVA, comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey,
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correlacion de Pearson y analisis multivariable, de componentes principales (ACP) y de
conglomerados (método de distancias medias). Los analisis estadisticos se realizaron

con el paquete estadistico SAS (version 9).

Resultados y discusion

Biomasa de fruto

La amplitud en biomasa de frutos de las cinco especies fue de 30 a 230 g. Los frutos
menos variables fueron de O. ficus-indica y O. albicarpa (CV = 25.73 y 26.11 %,
respectivamente). La distribucion de frecuencias del tamafio de frutos también fue
diferente entre especies, y Unicamente para O. megacantha y O. albicarpa fue simétrica
alrededor de la media. En O. ficus-indica la distribucion fue sesgada hacia frutos de
tamafio mayor, con picos en 110, 130 y 170 g. La variabilidad en biomasa de frutos de
O. hyptiacantha fue elevada (CV= 42.08 %), sin predominio en frecuencia de un
tamano especifico (Figura 3.1 A-E).

Las diferencias en biomasa de frutos entre variantes de cada especie fueron
significativas (p<0.05). En todas las especies, la amplitud entre sus variantes significo
alrededor del 50 % de la biomasa. Estas diferencias fueron mayores en O. megacantha
y O. albicarpa, lo cual se reflejo en su distribucion de frecuencias (Figura 3.2 A).

La biomasa promedio de frutos también fue contrastante entre especies (p<0.05),
y se incremento con el grado de domesticacion. Asi, O. ficus-indica y O. albicarpa
presentaron los frutos con mayor biomasa (de 118 a 127 g) de las cinco especies, el
doble de los frutos de O. streptacantha (61 g), la especie con los frutos mas pequefios
(Figura 3.3 A).

Reyes-Aguero et al. (2009) documentaron la amplitud en la biomasa de frutos de
O. streptacantha y O. hyptiacantha (de 23.5 a 1164 g y de 23.7 a 1999 g,
respectivamente), dentro de la cual se encuentran los valores obtenidos en este estudio
(Figuras 3.1 A-B, 3.2 Ay 3.3 A); en contraste, Parish y Felker (1997) encontraron que
los frutos de variantes con valor comercial de las mismas especies presentaron mayor

biomasa (135 y 160 g, respectivamente).
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Figura 3.1 Distribucion de frecuencias de biomasa del fruto (A-E) y pulpa (F-J) de las cinco especies de Opuntia.

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.
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Figura 3.2 Biomasa de fruto (A) y pulpa (B) (+ e.e.) de las dos variantes con los valores

extremos de las cinco especies de Opuntia.

La amplitud de la biomasa de los frutos de O. megacantha (Figura 3.1 C) también
fue similar a la registrada por Reyes-Aguero et al. (2009) (de 29.8 a 256.4 g) y la
biomasa promedio del fruto de esta especie fue parcialmente similar a la maxima (de
117 y 140 g) encontrada por Parish y Felker (1997) (Figura 3.3 A).

Las diferencias entre los valores en la literatura y los de las especies estudiadas
(Figura 3.3 A) pueden deberse a la diversidad de las variantes y a las condiciones de
crecimiento previas a la recoleccion. Al respecto, el peso del fruto de O. ficus-indica es
afectado por el turno de brotacién de la yema floral y la cantidad de frutos en el
cladodio. Por lo que, las yemas que brotan primero, generalmente forman frutos con
mas biomasa que los de cladodios en los que solo se desarrollaron seis frutos (Inglese
et al., 1994; Wessels y Swart, 1990).
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Figura 3.3 Biomasa de frutos (A) y semillas (B) de Opuntia (+ e.e) en un gradiente de

domesticacion.

Opuntia ficus-indica es la especie mas estudiada y documentada, por su
distribucion amplia en el mundo y su nivel mayor de domesticacion (Barbera et al.,

1992; Griffith, 2004), lo cual se refleja en la biomasa de sus frutos. En efecto,
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Reyes-Aguero et al. (2005), con base en un muestreo de frutos de 72 cultivares, en 17
localidades de ocho estados de México, registraron una amplitud en su biomasa de 86
a 146 g, pero hubo casos con sélo 45 g (una variante tradicional sin semilla) o hasta
223 g. En algunos cultivares como Amarilla Huesona, Amarilla Naranjona y Rojo Pelén
se han registrado frutos de 114 a 143 g (Pimienta-Barrios, 1994), en los de Gialla y
Rosa de 135 a 146 g (Barbera et al., 1994; Schirra et al., 1999) y entre 114 y 152 g
(Parish y Felker, 1997); en recolectas de Argentina los frutos han pesado de 112 a 212
g (Felker et al., 2005); en los de Tenerife, Espafia, tuvieron 98 g (Diaz-Medina et al.,
2007); y en ltalia los frutos comerciales pesan entre 80 y 160 g (Inglese et al., 1995).
Esta variabilidad en biomasa de los frutos de O. ficus-indica también se present6 en los
cultivares de este estudio (Figuras 3.2 Ay 3.3 A).

Los resultados obtenidos (Figuras 3.1 A-E, 3.2 A y 3.3. A) también apoyan la
hipdtesis de la relacion directa del tamafio de frutos con la domesticacion, y confirman
lo documentado por otros autores (Barbera et al.,, 1992; Diaz-Medina et al., 2007;
Felker et al., 2005; Inglese et al., 1995; Parish y Felker, 1997; Reyes-Agiero et al.,
2005), quienes sefialan que el fruto de O. albicarpa y O. ficus-indica es mayor que el de
especies con grado de domesticacibn menor o silvestres, como O. streptacantha. El
incremento del tamafio del fruto es uno de los efectos asociados a la seleccion humana
(Colunga et al., 1986; Reyes-Aglero et al., 2005) y forma parte del sindrome de
domesticacion de muchas otras especies. Se ha postulado que las diferencias en el
tamano del fruto entre poblaciones cultivadas y silvestres se deben a niveles diversos
de ploidia (Pimienta-Barrios et al., 1994), pero también es probable que se trate de
extremos de variacién natural. Al inicio de la domesticacion los fenotipos con cladodios
vigorosos y frutos de tamafo mayor fueron reconocidos y establecidos en forma
vegetativa en solares y parcelas de cultivo (Figueroa et al., 1980; Colunga et al., 1986;
Pimienta-Barrios et al., 1994). Asi, esas poblaciones persistieron en los ambientes

humanizados contribuyeron a la diversidad de tamafio y forma del fruto.

Biomasa de la pulpa del fruto
La amplitud en biomasa de la pulpa de frutos del grupo completo, de las cinco

especies, fue de 14 a 146 g. Los frutos de O. albicarpa y O. ficus-indica fueron los
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menos variables (CV = 28.41 y 32.05 %) y los de O. hyptiacantha presentaron la
variabilidad mayor (CV = 42.71 %). La distribucién de frecuencias de biomasa de la
pulpa, como sucedié con la de frutos, fue distinta entre especies; Unicamente en O.
megacantha fue simétrica alrededor de la media, y con dos picos en O. hyptiacantha.
La amplitud en O. streptacantha fue de 13 a 49 g con moda de 26 g; en O.
megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica la amplitud y moda fue de 14 a 98 g y 62 g,
de26al146gy74gyde 14 al122 gy 50 g, respectivamente (Figura 3.1 F-J).

Las variantes dentro de especies mostraron diferencias significativas (p<0.05) en
el contenido de pulpa. En O. streptacantha los frutos de su variante Isbini presento la
cantidad menor de pulpa (17 g) y Aguirrana los frutos con mas pulpa (35 g). En O.
hyptiacantha los frutos de Camueso (26 g) y Cardon Blanco (67 g) representaron los
extremos en cantidad de pulpa. El contraste mayor se presento entre las variantes de
O. megacantha, Cuervo Tuna (16 g) y Naranjona Helia (95 g). En O. albicarpa, Reina
tuvo mucho menos pulpa (45 g) que Cristalina (104 g). Entre los cultivares de O.
ficus-indica los extremos en peso de pulpa fueron COPENA F1 (41 g) y Doctor Mora
(87 g). Estos resultados indican que la amplitud en contenido de pulpa se ha
incrementado con la domesticacion: 18, 41, 79, 60 y 46 g en O. streptacantha, O.
hyptiacantha, O. megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica, respectivamente (Figura
3.2 B).

La biomasa promedio de pulpa de frutos contrastd entre especies, desde 26 g en
O. streptacantha hasta 62 y 69 g en O. albicarpa y en O. ficus-indica, respectivamente
(Figura 3.3 A). En contraste, la biomasa de la pulpa expresada como porcentaje de la
biomasa del fruto fue menor en O. streptacantha (44.13 %; p<0.05) y diferente al resto
de las especies, las cuales fueron estadisticamente similares al respecto (p>0.05;
Cuadro 3.2).

Existe informacion limitada sobre el contenido de pulpa de los frutos de especies
silvestres de Opuntia. Parish y Felker (1997) estimaron el peso de frutos completos de
O. streptacantha (71 g) y O. hyptiacantha (76 g); con la informacion de estos autores se
calculé que esos frutos contenian 52 y 47 % de pulpa, respectivamente, superiores a

los del presente estudio; en contraste, Reyes-Aglero et al. (2009) registraron
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porcentajes de pulpa en los frutos de 32.7 a 46.9 % para O. streptacantha, y entre 46.1
y 54.8 % para O. hyptiacantha, similares a los presentado en el Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2 Componentes relativos (%) de la biomasa total del fruto de cinco especies
de Opuntia, ordenadas de menor a mayor grado de domesticacion.

Especie Pulpa Semilla Céascara
(%) (%) (%)
0. streptacantha 44.13 b 3.62a 52.25a
0. hyptiacantha 53.69 a 3.28a 43.03 b
0. megacantha 50.36 a 2.98b 46.66 b
0. albicarpa 54,51 a 3.10b 42.38 b
0. ficus-indica 52.74 a 3.07b 44.19 b

Valores seguidos por letras diferentes dentro de las columnas son
estadisticamente diferentes (p>0.05).

El contenido de pulpa de los frutos de O. megacatha del presente estudio (53 g;
Figura 3.3 A) también fue menor que el de las variantes comerciales selectas (de 72 a
79 g) y evaluadas por Parish y Felker (1997) pero esta dentro del intervalo (de 12.1 a
132.7 g) descrito por Reyes-Aguero et al. (2009) para variantes diversas de la misma
especie. La proporcién relativa de pulpa en el fruto (de 54 a 57 %), calculada con los
datos de estos autores, fue ligeramente superior a la del presente estudio (50 %;
Cuadro 3.2). Las diferencias entre algunos de los resultados pueden deberse a la gran
diversidad de variantes dentro de la especie (Colunga et al., 1986; Reyes-Agtiero et al.,
2005). Con el presente estudio se confirma la gran riqueza de variantes (Cuadro 3.1) y
variabilidad de biomasa de sus frutos (Figura 3.2 A) y del contenido de pulpa (Figura
3.2 B). Ademas, las variantes evaluadas por Parish y Felker (1997) contrastaron
parcialmente con las incluidas en este estudio, pues estudiaron Unicamente frutos
comerciales preferentes 0 selectos, y en este estudio se incluyeron variantes
establecidas en ambientes muy diversos.

La informacion referente a los frutos de variantes de O. albicarpa son escasos en
la literatura. Pimienta-Barrios et al. (1994) registraron 106 g de pulpa en los frutos de la
variante Alfajayucan, lo cual representd 56 %; y otros autores (Mondragon-Jacobo y

Pérez-Gonzalez, 1994) registraron en la variante ‘Reyna’ 67 %. Estos valores son
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similares a los obtenidos en variantes como Naranjona Helia, con cerca de 100 g de
pulpa por fruto (Figura 3.2 B), pero superiores a la proporcion media (54 %), de las 22
de este estudio (Cuadro 3.2).

Sobre la pulpa de los frutos de O. ficus-indica existen estimaciones desde 46
hasta 81 g por fruto (Barbera et al., 1994; Diaz-Medina et al., 2007; Parish y Felker,
1997; Pimienta-Barrios, 1994), pero Reyes-Aguero et al. (2009) registraron una
amplitud mayor, de 14.2 a 170.1 g, la cual coincide con la del estudio presente (Figura
3.2 By 3.3 A). El contenido relativo de pulpa de los frutos depende de la variante y de
su procedencia; la de los cultivares de México varia de 39 a 55 % del fruto, segun
Parish y Felker (1997) y Pimienta-Barrios (1994). Esto coincide con lo registrado en el
presente estudio (Cuadro 3.2), y sugiere que la variabilidad de este caracter es
relativamente estable en O. albicarpa y O. ficus-indica. En contraste, los frutos de Italia
son menos variables y contienen alrededor de 60 % de pulpa (Barbera et al., 1994).

En general, se confirma la hipotesis de incremento del contenido de pulpa de los
frutos con mayor grado de domesticacién (Figura 3.2 B y 3.3 A), al igual que la
reduccion en la proporcién de cascara (Cuadro 3.2). La proporcion mayor de cascara
en frutos de O. hyptiacantha y O. streptacantha (52.5 y 47.7 %) que en los de O.
megacantha y O. ficus-indica (37.4 y 35.8 %) fue registrada por Parish y Felker (1997).
También, los frutos de cultivares de O. ficus-indica con biomasa entre 140 y 160 g
adaptados a zonas frias més altas presentaron mayor proporcion de céscara (59.7 %)
gue los de ambientes menos frios (50 %) (Felker et al., 2005). De acuerdo con
Bachmann (1978), el incremento de las dimensiones de las células u 6rganos
disminuye la relacion superficie/volumen y puede alterar el metabolismo y los procesos
de absorcion celular de nutrientes; ademas, las células de tamafio menor tienden a
responder mas rapido a los cambios ambientales, por lo que en algunos organismos se
incrementa la proporcion de células de sus 6rganos en formacion como adaptacion al
ambiente. La reduccién de la proporcion de cascara con la domesticacion en Opuntia
es dificil que repercuta en el desarrollo final del fruto porque la actividad fotosintética de
la cascara s6lo apoyara la formacion de la pulpa antes de la madurez (Pimienta y
Engleman, 1985) y porque la reduccion relativa de la cascara se debe principalmente a

su menor grosor. En especies silvestres, que frecuentemente se desarrollan en
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condiciones de estrés, la proporcion mayor de cascara podria complementar la
actividad metabolica de los 6rganos vegetativos y conformar una proteccidon mayor y
aislamiento del fruto. Al respecto, se ha sefialado que los tejidos de la cascara son
similares a los del cladodio, con la diferencia que tienen los conductos mucilaginosos
mas desarrollados y las células de la corteza en disposicion irregular (Corrales-Garcia,
2003; Pimienta y Engleman, 1985).

Biomasa de semillas por fruto

La biomasa de semillas normales de las cinco especies vario entre 0.3 y 8.7 g por fruto.
La distribucion de frecuencias de la biomasa de este tipo de semillas en los frutos de O.
streptacantha y O. megacantha fue simétrica y modal; O. ficus-indica y O. albicarpa
presentaron distribuciones muy asimétricas con valores atipicos muy elevados (7.5 y
8.7 g por fruto, respectivamente); en O. hyptiacantha la distribucion aplanada contrasto
con las otras especies. Ademas de estas diferencias, también se observé que la moda
de la biomasa de las semillas normales por fruto se incrementd con la domesticacion,
de 2.1 g en O. streptacantha a 3.3 g en O. megacantha y O. albicarpa, y 3.9 g en O.
ficus-indica (Figura 3.4 A-E). El 90% de la pulpa estd formado por células de
parénquima que se originan en la epidermis dorsal de la envoltura funicular; el otro 10
% son tejidos del funiculo (Pimienta y Engleman, 1985); por ello, los frutos de las
especies consideradas con mayor grado de domesticaciéon tienen mas biomasa de
semillas.

La biomasa de las semillas normales varié (p<0.05) dentro de las especies y su
amplitud se incremento con la domesticacion. En O. streptacantha la diferencia, entre
Isbini y Aguirrana con los valores extremos de semillas normales represent6 45 %. En
O. hyptiacantha la diferencia entre Camueso y Carddn Blanco se incrementé a 56 %;
pero las diferencias mayores (entre 60 y 68 %) se registraron en O. megacantha, O.
albicarpa y O. ficus-indica, en variantes como Cuervo Tuna y Naranjon Helia, Reina y

Cristalina, y Copena F1 y Doctor Mora, respectivamente (Figura 3.5 A).
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Figura 3.5 Biomasa de las semillas normales (A) y abortadas (B) por fruto (+ e.e.) de
las dos variantes con los valores extremos de cada una de las cinco especies de

Opuntia.

La biomasa de las semillas normales por fruto también se increment6 con el grado
de domesticacion. Asi, los frutos de O. streptacantha presentaron en promedio 2 g de
semillas, de los cuales casi la totalidad eran normales; en cambio los frutos de O.
albicarpa y O. ficus-indica presentaron 3.6 y 3.3 g de semillas normalesy 3.9y 3.6 g de
semillas totales, respectivamente (Figura 3.3 B).

La distribucion de frecuencias de biomasa de las semillas abortadas mostro
ciertas diferencias entre especies pero la correspondiente a las cinco especies fue
asimétrica y ninguna fue modal; los extremos del intervalo completo para las cinco
especies fueron 0.06 y 1.62 g por fruto (Figura 3.4 F-J). La asimetria hacia la izquierda
indic6 que los frutos con biomasa baja de semillas abortadas son mas frecuentes en las
cinco especies, independientemente de su nivel de domesticacion. Los intervalos,

como las frecuencias, se incrementaron con la domesticacion. Los frutos de O.
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streptacantha en promedio presentaron entre 0.06 y 0.42 g de semillas abortadas por
fruto; los de O. ficus-indica y O. albicarpa tuvieron los intervalos mayores, con maximos
hasta de 1.0 y 1.6 g, respectivamente (Figura 3.4 F-J).

Las variantes dentro de las especies presentaron diferencias amplias y
significativas (p<0.05) en el contenido de semillas abortadas; con excepcion de O.
ficus-indica, hubo variantes con contenidos menores que 0.05 g, como Isbini de O.
streptacantha (0.02 g), Pachon de O. hyptiacantha (0.01 g), Cuervo Tuna de O.
megacantha (0.02 g) y Blanca Chapeada de O. albicarpa (0.04 g). En contraste, los
frutos de O. ficus-indica con contenido menor de semillas abortadas, como Amarillo
Milpa Alta, presentaron 0.21 g en promedio. Se observé también cierta relacion directa
entre los contenidos maximos de semilla abortada y el grado de domesticacion, desde
0.2 g en O. streptacantha, hasta 0.83 g en O. albicarpa y O. ficus-indica (Figura 3.5 B).

La semilla abortada por fruto, como la normal, en promedio se incrementd con el
grado de domesticacion. Esta informacion permite asegurar que las semillas abortadas
en los frutos de O. streptacantha representan solo el 6 % de las presentes en los frutos
de O. albicarpa y O. ficus-indica (Figura 3.3 B).

Los resultados de este estudio confirman que la biomasa total de las semillas
(normales mas abortadas) por fruto se incrementa (p<0.05) en Opuntia durante la
domesticacion, desde 2.1 g en O. streptacantha a 3.6 g en O. ficus-indicay 3.9 g en O.
albicarpa (Figura 3.3 B). Sin embargo, la biomasa relativa de semilla por fruto
disminuy6 significativamente (p<0.05) con la domesticacién, desde 3.6 % en los frutos
de O. streptacantha, a 3.1 %, en O. ficus-indica (Cuadro 3.2). Esta disminucion indica
gue, aungue con la domesticacion hubo incremento significativo del nimero de
semillas, el de las abortadas también se incrementa pero con biomasa menor por
semilla, lo cual aporta poco a la biomasa total de semilla y del fruto. Los cambios
también pueden deberse a que hay formacion de mas pulpa por cada semilla en las
especies mas domesticadas que en las silvestres.

Parish y Felker (1997) documentaron la biomasa total de semilla de algunos frutos
de O. streptacantha (3.3 g) y O. hyptiacantha (2.9 g); con la informacion publicada por
estos autores se calculé que el contenido relativo de semillas por fruto de esas

especies fue de 2.4 y 1.8 %, respectivamente. Estos valores son claramente menores
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gue los obtenidos en el estudio presente (3.6 y 3.3 %, Cuadro 3.2). En contraste,
nuestros datos y los de Parish y Felker (1997) referentes a O. megacantha fueron
similares. También los datos de Reyes-Aguero et al. (2009) para O. streptacantha (1.2
a 3.9 g), O. hyptiacantha (0.7 a 6.3 g), O. megacantha (0.03 a 7.9 g) y O. albicarpa (0.5
a 10.8 g) concuerdan con los del presente estudio (Figuras 3.3 By 3.4 A-E).

La biomasa de semilla por fruto de O. ficus-indica en la literatura oscila entre 2.2 y
4.3 g (entre 1.8 y 4.9 %) (Barbera et al., 1994; Parish y Felker, 1997; Pimienta-Barrios,
1994) coincidente con lo obtenido en este estudio. En contraste, otros valores
registrados estan entre 0.2 y 33.6 g (Reyes-Aguero et al., 2009), y en proporcion hasta
5.9 % (Diaz-Medina et al., 2007), amplitud mucho mayor que la registrada en el
presente estudio (Figura 3.4).

Numero de semillas por fruto

Las semillas normales por fruto de las cinco especies variaron entre 78 y 438; su
distribucion en las especies de Opuntia, excepto O. hyptiacantha, fue simétrica con
moda entre 150 y 222, y se increment6 con el grado de domesticacién. La variacion
mayor en el nimero de semillas normales la tuvo O. hyptiacantha (CV = 33.17 %) y la
menor O. ficus-indica (CV = 24.42 %), y la distribucion de aquella fue asimétrica hacia
la izquierda y con dos picos (Figura 3.6 A-E).

La cantidad de semilla normal por fruto difirié6 (p<0.05) entre variantes de cada
especie; de las cinco especies estudiadas, las variantes similares (p>0.05) con menos
semilla normal fueron Isbini, Camuezo, Jarrilla, Octubrefia y Copena F1, con contenido
promedio de 139 semillas. Entre las variantes con mas semillas normales se registré a
Aguirrana de O. streptacantha con 197 por fruto, pero superada por otras especies,
como Carddn Blanco de O. hyptiacantha, Naranjona Helia de O. megacantha, Cristalina
de O. albicarpa y Amarillo Milpa Alta de O. ficus-indica, sin diferencias significativas
(p>0.05) entre ellas, y con 239 semillas por fruto (Figura 3.7 A).

Entre especies el nimero de semillas normales por fruto tendié a incrementarse
con la domesticacion. Asi, se observé que el contenido de semillas de los frutos de O.
albicarpa y O. ficus-indica superaron hasta en 20 % el de O. streptacantha (Figura 3.8
A).
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Figura 3.7 Semillas normales (A) y abortadas (B) (+ e.e.) por fruto en las dos variantes

con los valores extremos de cinco especies de Opuntia.

La distribucidon de frecuencias para el numero de semillas abortadas por fruto
contrastd parcialmente entre las cinco especies, pues para todas fue asimétrica y
truncada. El sesgo general hacia la izquierda indica que los frutos con proporcién baja
de semillas abortadas son los mas frecuentes en las cinco especies,
independientemente del nivel de domesticacion; el intervalo total de las cinco especies
fue de 10 a 230 semillas por fruto (Figura 3.6 F-J). Ademas, los intervalos y las
frecuencias, se incrementaron con la domesticacion; asi, la mayoria de los frutos de las
especies silvestres o con menor grado de domesticacion, como O. streptacantha, O.
hyptiacantha y O. megacantha, presentaron 10 semillas abortadas, y una proporcion
menor de frutos con 30 a 150 semillas abortadas fue mas frecuente en O. hyptiacantha
y O. megacantha. En contraste, en O. albicarpa y O. ficus-indica los frutos con 30 a 70
y 10 a 110 semillas abortadas, respectivamente, fueron los mas frecuentes (Figura 3.6
F-J).
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Las diferencias en numero de semillas abortadas por fruto dentro de las especies
fueron amplias y significativas (p<0.05); asi, en O. streptacantha hubo variantes con
unicamente dos de ellas, como Jocoquillo, y otras como Ishini presentaron seis semillas
de este tipo. Estos valores contrastaron ampliamente con los de variantes de O.
albicarpa, como Blanca Chapeada con 11 semillas abortadas y Burrona con 142, y
también con las de O. ficus-indica, pues sus cultivares con menos semillas abortadas
por fruto, como Liso Forrajero, presentaron 50 de ellas, y otros como Telok&ja Rojo,
presentaron hasta 115 (Figura 3.7 B).

En promedio, el numero de semillas abortadas por fruto se incrementé (p<0.05)
con el grado de domesticacion. Los frutos de O. streptacantha tuvieron el ndmero
menor (ocho) de todas las especies, y O. albicarpa y O. ficus-indica, en promedio
tuvieron 70. La misma tendencia se observé entre especies para el niamero total de
semillas (normales mas abortadas) por fruto, pues los de O. albicarpa y O. ficus-indica
tuvieron en promedio 50 % mas semillas (p>0.05) que los de O. streptacantha (Figura
3.8 A).
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Figura 3.8 Semillas normales y abortadas (A) por fruto y dimensiones de las semillas
normales (B) (+ e.e.) de las cinco especies de Opuntia con distinto grado de

domesticacion.
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Los contenidos totales de semilla registrados contrastaron parcialmente con lo ya
publicado. En O. streptacantha se han documentado 201 semillas totales (Parish y
Felker, 1997), cantidad algo mayor a la registrada en el estudio presente (174 semillas);
lo registrado en O. hyptiacantha por dichos autores (191 semillas) fue similar a lo
encontrado en este estudio (200 semillas); y en los frutos de O. megacantha los
mismos autores registraron desde 248 hasta 304 semillas, intervalo superior al
obtenido en este estudio (Figura 3.8 A). En cambio, el promedio de semillas totales
registrado en los frutos de O. ficus-indica est4 dentro del intervalo (144 a 342 semillas
por fruto) conocido (Barbera et al., 1994; Parish y Felker, 1997). Respecto a la
proporcion de semillas, Reyes-Aguero et al. (2009) sefalaron que las semillas
abortadas estuvieron ausentes o hasta 107, 135 y 306 en O. streptacantha, O.
hyptiacantha y O. ficus-indica, respectivamente; y que O. megacantha y O. albicarpa
tuvieron desde dos hasta 238 y 272 semillas abortadas por fruto. Los intervalos
anteriores fueron mas amplios que los registrados en este estudio. Los mismos autores
encontraron amplitudes para semillas normales de 70 a 319 en O. streptacantha, de 36
a 559 en O. hyptiacantha, de 13 a 404 en O. megacantha, de 55 a 402 en O. albicarpa
y de 10 a 566 en O. ficus-indica; estos valores fueron similares a los obtenidos en este
estudio (Figura 3.6).

La abundancia, tamafio y dureza de las semillas afectan la calidad del fruto fresco
de Opuntia (Inglese et al., 1995; Nobel, 2011; Parish y Felker, 1997). Asi, en las Islas
Canarias los frutos de O. dilleni (Ker Gawl.) Haw. no se consumen por su abundancia
de semillas (Diaz-Medina, 2007). Sin embargo, la abundancia de semillas
aparentemente tiende a compensarse con su tamafio menor, lo cual mejora la
aceptacion del fruto (Colunga et al., 1986). Esta tendencia se observo en las especies
con nivel mayor de domesticacion (Figura 3.8 A) y coincididé con lo registrado por
Reyes-Aguero et al. (2005), quienes sefalan que las especies mas domesticadas
presentan frutos con menor valor de la relacion semillas normales/abortadas. Los frutos
de Opuntia preferidos y seleccionados durante la domesticacion seguramente son los
gue contienen semillas mas faciles de ingerir, como son las abortadas (Barbera et al.,

1994; Reyes-Aguero et al., 2005). Lo anterior coincide parcialmente con lo observado
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en este estudio ya que el contenido relativo de semillas abortadas fue mayor en los
frutos de O. albicarpa y O. ficus-indica (25 %) respecto a O. streptacantha (5 %); pero,
también el nimero total de semillas fue mayor (Figura 3.9; Cuadro 3.2). El incremento
de hasta de un tercio de semillas abortadas en las especies con mayor nivel de
domesticacion respecto a las silvestres fue documentado por Reyes-Aglero et al.
(2005).

La relacion entre la biomasa del fruto o de la pulpa con la cantidad de semillas,
tanto abortadas como normales, en los frutos de Opuntia ha cambiado por efecto de la
domesticacion (Cuadro 3.3). En O. streptacantha la correlacion de la biomasa de la
pulpa y la del fruto con el nimero de semillas abortadas carecié de significaciéon; en O.
hyptiacantha y O. megacantha la biomasa de la pulpa y del fruto si se correlacionaron
(p=0.001) positivamente con la cantidad de semillas abortadas, normales y las totales;
en contraste, en O. albicarpa, una de las especies con mayor grado de domesticacion,
la correlacion entre la biomasa de la pulpa o la del fruto fue significativa (p<0.001) sélo
con las semillas abortadas, y en la especie con el nivel mayor de domesticaciéon
reconocido actualmente, O. ficus-indica, ninguna de las correlaciones anteriores fue
significativa (Cuadro 3.3).

La envoltura funicular de las semillas origina el tejido comestible del fruto
(Pimienta y Engleman, 1985), por lo que se esperaria mejor correlaciéon entre el
contenido de semillas y de pulpa en las especies con nivel de domesticacién mayor.
Sin embargo, la correlacion entre la biomasa de la pulpa o del fruto con el nimero de
semillas no fue significativa en O. ficus-indica (Cuadro 3.3). Esta tendencia fue opuesta
a la observada por Barbera et al. (1994), quienes si detectaron una correlacion
significativa de las semillas con la pulpa del fruto; aunque la correlacion fue no
significativa al considerar Unicamente las semillas abortadas o las normales, tal como
sucedid en el estudio presente. Colunga et al. (1986) observaron correlacion
significativa entre la biomasa de frutos silvestres y su nimero de semillas normales
(r=0.747); ademas, sefialaron que al aumentar el tamafio del fruto esta correlacion se
pierde (r=0.410) por el incremento del niumero de semillas abortadas, lo cual coincide

con lo encontrado en el estudio presente (Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3 Coeficientes de correlacion de Pearson de la biomasa de pulpa y del fruto
con el numero de semillas abortadas, normales y totales, en cinco especies de

Opuntia con distinto grado de domesticacion.

Numero de semillas

Abortadas Normales Totales
O. streptacantha
Biomasa de pulpa 0.12ns 0.68 *** 0.72 **x
Biomasa de fruto 0.17ns 0.43* 0.49 ***
0. hyptiacantha
Biomasa de pulpa 0.53 *** 0.78 *** 0.82 ***
Biomasa de fruto 0.55 ** 0.69 *** 0.74 ***
0. megacantha
Biomasa de pulpa 0.38 *** 0.53 *** 0.38 ***
Biomasa de fruto 0.45 *** 0.45 *** 0.45 ***
0. albicarpa
Biomasa de pulpa 0.35 *** -0.004 ns 0.22*
Biomasa de fruto 0.39 *** -0.007 ns 0.20 ns
0. ficus-indica
Biomasa de pulpa -0.06 ns 0.13ns 0.05ns
Biomasa de fruto 0.07 ns 0.22ns 0.20 ns

*: p<0..05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ns: p>0.05

Dimensiones de las semillas normales

La anchura de las semillas normales en los frutos de las cinco especies vario entre 0.25
y 0.43 cm; su distribucion de frecuencias fue simétrica con respecto a la moda en O.
megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica. En O. streptacantha la moda de la anchura
de las semillas fue 0.31 cm, con un pico mucho menos frecuente de 0.37 cm; en O.
hyptiacantha la distribucién de este caracter altern6 valores altos y bajos (distribucion
dentada o tipo peine) entre los 0.27 y 0.39 cm (Figura 3.9 A-E).
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Figura 3.9 Variacion de la anchura (A-E) y grosor de las semillas normales (F-J) de las cinco especies de Opuntia.

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.
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Los resultados indican que en las especies con grado intermedio y mayor de
domesticacion las semillas normales mas frecuentes son las que tienen anchura de
0.35 cm (Figura 3.9 A-E). La anchura promedio de las semillas normales fue un
caracter relativamente homogéneo entre las variantes de cada especie, pues las
diferencias entre las variantes con semillas menos anchas y las de mayor anchura
(p=<0.05) fueron minimas; en O. streptacantha una variante con las semillas menos
anchas fue Carddn Potosino (0.29 cm) y contrasté con Sandia (0.37 cm), una de sus
variantes con semillas mas anchas. En O. megacantha hubo variantes con los valores
mas dispersos registrados, y las semillas mas anchas de esta especie, como Pico
Chulo, fueron 39 % mas anchas que las mas angostas (Figura 3.10 A). En promedio la
anchura de las semillas normales se increment6 (p<0.05) con mayor grado de
domesticacion, pero los valores mayores correspondieron a las semillas de O. albicarpa
(Figura 3.8 B).
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Figura 3.10 Anchura (A) y grosor (B) de semillas (+ e.e.) en las dos variantes con los
valores extremos de cinco especies de Opuntia.
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El grosor promedio de las semillas normales carecio de diferencias significativas
(p>0.05) entre especies (Figura 3.8 B). El intervalo total en grosor de las semillas
normales de las cinco especies fue de 0.10 a 0.22 cm. La distribucion de frecuencias
del grosor de las semillas normales contrastaron entre especies; asi, en O.
streptacantha y O. hyptiacantha fue truncada, en O. megacantha y O. albicarpa fue
sesgada y en O. ficus-indica fue dentada (Figura 3.9 F-J).

Entre las variantes de las especies silvestres y las menos domesticadas, no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el grosor de sus semillas normales.
En contraste, en O. albicarpa y O. ficus-indica si hubo cultivares con grosor promedio
de semillas significativamente (p<0.05) diferente, como fue el caso de Esmeralda (0.14
cm) y Cristalina (0.18 cm) de O. albicarpa y de Amarilla Huevo (0.12 cm) y Doctor Mora
(0.18 cm) de O. ficus-indica (Figura 3.10 B).

La longitud de las semillas normales de las cinco especies varié entre 0.33 y 0.47
cm, y con excepcion de O. hypticantha, la distribucidon de esta variable fue modal. La
frecuencia mayor de la longitud vario de 0.37 cm en O. streptacantha a 0.43 cm en O.
albicarpa (Figura 3.11 A-E). La longitud de las semillas vario significativamente (p<0.05)
dentro de especies; asi, en O. streptacantha las semillas de Cardon Potosino (0.36
cm), fueron de las mas cortas, y Sandia (0.43 cm) de las mas largas. En O.
hyptiacantha la diferencia entre los valores extremos, aunque significativa, fue la menor
entre las cinco especies, 0.37 cm en Pachdon y 0.42 cm en Cardén Blanco. En
contraste, en O. megacantha se presentaron las variantes con semillas mas cortas
(Naranjona) y mas largas (Pico Chulo). En O. albicarpa las diferencias fueron
intermedias (15 a 26 %) con respecto a las otras especies (Figura 3.12 A).

La longitud de las semillas de las cinco especies (Figura 3.8 B) quedé dentro del
intervalo conocido (de 0.21 a 0.57 cm) al igual que la anchura (entre 0.23 y 0.44 cm)
(Aguilar-Estrada et al., 2003; Reyes-Aguero et al.,, 2009; Rodriguez y Nava-Cedillo,
1998). Ademas, el grosor de las semillas coincidi6 con el promedio de 0.16 cm
documentado por Aguilar-Estrada et al. (2003) y Reyes-Agiero et al. (2004).
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Figura 3.11 Variacién en la longitud (A-E) y dureza de las semillas normales (F-J) de cinco especies de Opuntia.

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion.
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Figura 3.12 Longitud (A) y dureza (B) de las semillas normales (+ e.e.) en las dos

variantes con los valores extremos de cinco especies de Opuntia.

El incremento en longitud y anchura de las semillas asociado a la domesticacion
mayor, cuantificado en este estudio, coincide con lo documentado por Aguilar-Estrada
et al. (2003) y Reyes-Aguero et al. (2005). Al respecto, Colunga et al. (1986) registraron
longitud mayor de las semillas domesticadas (0.43 cm) que las silvestres (0.39 cm) y la
atribuyeron a un efecto asociado al gigantismo del fruto, el 6rgano de interés
antropocéntrico.

Dureza de las semillas normales
La dureza de las semillas normales de las cinco especies vario entre 0.2 y 4.6 kN. La
distribucion de frecuencias de la dureza de este tipo de semillas fue similar entre
especies. Las especies menos variables en dureza seminal fueron O. streptacantha
(CV=42.29 %) y O. albicarpa (CV=44.27 %), y la mas variable fue O. hyptiacantha
(CV=60.32 %) (Figura 4.11 F-J).
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La dureza de las semillas normales fue heterogénea entre variantes de cada
especie. Las diferencias en dureza dentro de las especies se incrementaron (p<0.05)
con su grado de domesticacién. En O. streptacantha la dureza vari6é de 0.95 a 2.31 kN;
estos valores equivalen a una diferencia media entre sus variantes de 43 %. En O.
hyptiacantha, O. megacantha y O. albicarpa las diferencias fueron mas que el doble;
pero en O. ficus-indica, cultivares como Camuesa tuvieron semillas cuatro veces mas
duras (3.71 kN) que Amarillo Milpa Alta (0.82 kN) (Figura 3.12 B). En contraste con esta
variabilidad dentro de especies, al respecto no se detectaron diferencias significativas

(p>0.05) entre especies (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Dureza de semillas normales (+ e.e.) de cinco especies de Opuntia con

distinto grado de domesticacion.

Los resultados sobre dureza de las semillas de las cinco especies de este estudio

coincidieron con lo conocido, 1.59 a 1.68 kN (Aguilar-Estrada et al., 2003;
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Reyes-Aguero et al., 2005 y 2009). La tenacidad de las semillas puede ser un atributo
indeseable de los frutos de Opuntia (Inglese et al., 1995; Reyes-Aguero et al., 2005). Al
respecto, Aguilar-Estrada et al. (2003) sefialaron la relacion inversa de la dureza de la
semilla con el numero total de semillas en los frutos de Opuntia. Ademas,
Reyes-Aguero (2005) menciond la posibilidad de que la seleccion cultural que favorecié
a los frutos pulposos condujo al incremento de semillas normales con dureza menor; los
resultados del presente estudio no son consistentes al respecto.

Con excepcion de O. streptacantha, la dureza de las semillas normales se
correlacioné positiva y significativamente (p<0.001) con sus dimensiones (Cuadro 3.4);
es decir, con el aumento del tamafio de las semillas normales durante la domesticacion
también se ha incrementado su dureza. Estos cambios parecen concomitantes a los
cambios promovidos durante la seleccion por los domesticadores de la especie pues la
dureza, cantidad y, probablemente el tamafo, tienen efecto en la aceptacion de los
frutos por los consumidores. Las relaciones entre el tamafo, dureza y abundancia de
las semillas normales en los frutos de las especies domesticadas parece compensarse,
al menos parcialmente, con el incremento de semillas abortadas, las cuales son
ingeridas mas facilmente que las semillas normales por los humanos (Nobel, 2011). Por
ello, la busqueda actual de variantes se ha enfocado al menor contenido de semillas
normales, aunque éste no ha podido separarse del incremento de semillas abortadas
(Barbera et al., 1994) toda vez que también contribuyen a la formacién de pulpa
(Pimienta y Engleman, 1985). Sin embargo, en el estudio presente la correlacion entre
semillas abortadas y biomasa de la pulpa en la especie con mayor grado de
domesticacion no fue significativa (Cuadro 3.3), lo que muestra que las semillas
normales tienen un efecto mayor sobre la proporcion de pulpa. En efecto, Pimienta y
Engleman (1985) encontraron envolturas funiculares mas prominentes en las semillas

normales que en las abortadas.

73



Cuadro 3.4 Coeficientes de correlacion de Pearson entre la dureza y dimensiones de la

semilla de cinco especies de Opuntia con distinto grado de domesticacion.

Dimensién de semilla

Longitud Anchura Grosor
0. streptacantha
Dureza -0.25ns -0.07 ns 0.03 ns
O. hyptiacantha
Dureza 0.52 ** 0.52 ** 0.46 *
0. megacantha
Dureza 0.44 ** 0.46 *** 0.28 **
0. albicarpa
Dureza 0.20* 0.28 ** 0.28 **
O. ficus-indica
Dureza 0.31* 0.53 *** 0.34*

*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ns: p>0.05.

Andlisis multivariable

El ACP se realizé para reconocer cuales atributos de los frutos y de las semillas pueden
estar relacionados con la domesticacion de Opuntia. En este analisis el grosor de la
semilla se excluyo porque su correlacion con la mayoria de las otras variables no fue
significativa. Con las otras variables los primeros tres CP concentraron 99.53 % de la
varianza total (Cuadro 3.5).

En el CP1 la variable numero de semillas normales fue la mas importante y se
relacion6 directamente con la biomasa del fruto; el CP2 revelé que el nimero de
semillas abortadas fue inversamente proporcional al nimero de semillas normales; el
CP3 muestra que la biomasa del fruto fue inversamente proporcional al nimero de
semillas abortadas. La ordenacién de los primeros tres CP confirmé que la biomasa del
fruto y su namero de semillas normales y abortadas pueden ser utilizados como
marcadores para diferenciar las especies y variantes de acuerdo con su grado de
humanizacion; ademas, que estos tres caracteres destacando ampliamente en su

importancia relativa en los primeros tres CP (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5 Valores propios y proporcién acumulada de la varianza de los tres primeros
componentes principales basados en atributos de los frutos y semillas de 89
variantes de cinco especies de nopal (Opuntia spp.) con distinto grado de
domesticacion.

Componente principal

1 2 3
Anchura de semilla 0.0002 0.0003 0.0005
Biomasa del fruto 0.4946 0.3190 0.6760
Biomasa de la pulpa 0.2965 0.1333 0.3065
Biomasa de semillas normales 0.0148 -0.0001 0.0072
Biomasa de semillas abortadas 0.0016 0.0043 -0.0033
Dureza de semilla 0.0002 0.0039 0.0004
Nimero de semillas normales 0.7702 -0.5297 -0.3506
Nimero de semillas abortadas 0.2720 0.7745 -0.5710
Longitud de semilla 0.0002 0.0005 0.0007
Proporcion acumulada de la varianza 0.7188 0.9322 0.9953

Variables en negritas tuvieron efecto relativo mayor en cada componente principal.

En la representacion grafica del CP1 con el CP2 se aprecia claramente la
separacién de las variantes de O. albicarpa y de O. ficus-indica, con frutos de biomasa
mayor y mas semillas normales, con respecto a O. streptacantha y O. hyptiacantha, y a
la vez, la falta de tendencia en la disposicion de las variables de O. megacantha. La
representacion grafica del CP1 en relacion con el CP3 también mostré la afinidad mayor
en la ordenacién de las variantes de O. streptacantha y O. hyptiacantha, por una parte,
y las de un grupo de O. ficus-indica y O. albicarpa por otra, asi como la gran dispersion
de las variantes de O. megacantha. La representacion grafica del CP2 con el CP3
también muestra a las variantes de O. streptacantha, con frutos de biomasa y contenido
de semilla menor, separadas de O. albicarpa y O. ficus-indica, a la vez la dispersion de

las variantes de O. megacantha (Figura 3.14).
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Figura 3.14 Ordenacion sobre los primeros tres componentes principales de 89
variantes pertenecientes a cinco especies de nopal con distinto grado de

domesticaciéon; n=89.
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Los primeros dos conjuntos principales generados por el andlisis de
conglomerados separaron claramente a las especies con humanizacion mayor (O.
albicarpa y O. ficus-indica) e intermedias (O. hyptiacantha y O. megacantha) de la
especie francamente silvestre (O. streptacantha). Las especies del primer conjunto se
caracterizan por sus frutos grandes (= 56.53 g) con numerosas semillas abortadas
(= 46), y en contraste, el segundo por sus frutos pequeios (£64.61 g), poca pulpa (< 26

g) y semillas abortadas escasas (< 11) (Figura 3.15).

Subconjunto Conjunto Especie

11 0. albicarpa
Fruto: 2117.83 g
Pulpa: 262.45 g

; ) 1| oO.ficus-indica
m >
Semillas abortadas: 265 : Fruto: 210809 g
12 Pulpa: 256.53 g

Fruto: <100.35 g Semillas abortadas: 246 | O. hyptiacantha

Pulpa: 51.83 ¢
Semillas abortadas: <32 | 0. megacantha

2
Fruto: <63.61 ¢

Pulpa: 25.88 g { O. streptacantha
Semillas abortadas: <11 e

Distancia media entre conglomerados

Figura 3.15 Clasificacion de 89 variantes de cinco especies de nopal (Opuntia spp.)

con distinto grado de domesticacion, con base en atributos del fruto y semillas.

El primer conjunto se subdividié para generar dos grupos, el de las especies mas
domesticadas (O. albicarpa y O. ficus-indica) con frutos grandes, biomasa igual o
superior a 118 g y numero mayor de semillas abortadas. El otro grupo se conformé con
las especies con grado intermedio de domesticacion (O. hyptiacantha y O.
megacantha), con frutos alrededor de 100 g y contenido intermedio de semillas
abortadas (32, en promedio; Figura 3.15).

Los resultados confirman la presencia de mayor biomasa y pulpa en los frutos de
especies y variantes con grado mas intenso de domesticacion (Figuras 3.14 y 3.15).

Pimienta-Barrios (1994) atribuye estos cambios al nivel de ploidia, pero ello sélo

77



explicaria parte de la variabilidad en las poblaciones silvestres (Harlan, 1992).
Luna-Péez et al. (2007) utilizaron marcadores moleculares para caracterizar especies
de Opuntia y sefalaron la dificultad que existe para delimitar las especies de Opuntia,
similar a lo observado con ACP (Figura 3.14) pero ello puede suceder porque se
involucran variantes de estas especies con distinto grado de humanizacion.

La variaciébn en el contenido de semillas y la proporcion normales/abortadas
parecen relacionarse con la domesticacion, ya que se observo el incremento de las
semillas abortadas en las especies con domesticacion mayor (Figuras 3.14 y 3.15). La
tendencia de incremento de la relacién de las semillas normales/abortadas observada
en este estudio concuerda con lo registrado por Aguilar-Estrada et al. (2003) y
Reyes-Aguero et al. (2005) y su sefialamiento de que el incremento de las semillas
abortadas esta directamente relacionado con las presiones de seleccion bajo
domesticacioén, a lo cual se contrapone la reduccion en el nimero de semillas normales,
la biomasa del fruto y el grosor de la semilla. Zohary (2004) sefial6 que en especies
perennes humanizadas, como las de arboles frutales, parte del sindrome de
domesticacion es la facilidad de reproduccion sexual en las variantes silvestres; asi, por
medio de la propagacion vegetativa puede realizarse la multiplicacion de algun individuo
excepcional y realizar lo que Harlan (1992) denomina domesticacién instantanea. Asi, el
namero alto de semillas abortadas en O. albicarpa y O. ficus-indica (Figuras 3.14 y
3.15), favorece la aceptacion del fruto y carece de importancia reproductiva, pues son
especies facilmente clonables por los productores.

La cercania entre O. albicarpa y O. ficus-indica (Figura 3.15) ya ha sido sefalada
con bases moleculares (Luna-Paez et al.,, 2007) y con caracteres morfoldgicos
(Reyes-Agliero et al., 2005). Ademas, estos autores también encontraron cierta
cercania de O. hyptiacantha y O. megacantha con las especies mas domesticadas,
como se observo en el presente estudio (Figura 3.15). Esta cercania parece deberse a
gue ambas presentan variantes con frutos y semillas similares a las de especies con

mayor grado de domesticacion (Figura 3.14).

Conclusiones
Como resultado de la domesticacion de Opuntia existen diferencias significativas en el

tamafo de los frutos y en la proporcion de sus componentes. La biomasa del fruto y de
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su pulpa en las especies mas domesticadas fue mayor y menos variable. También,
estas especies presentan mayor nimero y biomasa de semillas normales y abortadas, y
mas longitud y anchura en sus semillas normales. La domesticacion carecié de relacion
significativa con el grosor y dureza de las semillas. La especie menos domesticada, O.
streptacantha, tiene proporcion mayor de cascara y menor de pulpa que las especies
con grado mayor de domesticacion. La biomasa mayor del fruto resulta de proporcion

mayor de pulpa y menor de semilla y cascara.
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Capitulo IV. Caracteristicas fisicas de frutos y semillas del género Opuntia
(Cactaceae) en la Altiplanicie Meridional en relacion con la domesticacion

Resumen

El género Opuntia, de la familia Cactaceae, presenta diversidad y distribucién amplia en
México y sus frutos pueden ser de tres tipos, 1) con cascara delgada y semillas
rodeadas por pulpa dulce y abundante, 2) con cascara delgada y semillas rodeadas de
pulpa escasa o0 nula, conocidos como frutos secos, y 3) los de cascara gruesa,
suculenta, acida y comestible, con semillas rodeadas de pulpa escasa, conocidos como
tunas acidas o xoconostles. El objetivo del presente estudio fue caracterizar los frutos y
las semillas de 115 variantes pertenecientes a 17 especies de nopal (Opuntia spp.,
Cactaceae) recolectados en el Altiplano Mexicano. La hipétesis fue que la biomasa del
fruto (cascara, pulpa y semillas) y el contenido de semillas abortadas y normales
permiten reconocer su nivel de domesticaciéon. A los frutos de 115 variantes de las 17
especies obtenidos de 347 recolectas, de la Altiplanicie Meridional de México, se les
determind la biomasa de la cascara, de la pulpa y de las semillas normales y abortadas
(deshidratadas); a la pulpa se le midi6 el contenido de solidos solubles totales (°Brix); a
las semillas se les cuantificé su longitud, anchura y grosor, nimero total, de normales y
de abortadas y la dureza de las normales. El disefio experimental empleado fue
completamente al azar con 115 tratamientos (variantes), seis repeticiones por
tratamiento y un fruto como unidad experimental. El tratamiento estadistico de los datos
consisti6 en ordenacion (analisis de componentes principales, ACP) y clasificacion
(conglomerados) multivariable. La biomasa del fruto y el nimero de semillas abortadas
fueron las variables de mayor importancia segun el ACP y separé a las especies y
variantes de acuerdo a un gradiente de biomasa de pulpa y contenido de semillas
abortadas. En la clasificacion se aprecia la tendencia a mayor contenido de semillas
abortadas en O. albicarpa y O. ficus-indica, especies procedentes de ambientes
humanizados y con grado mayor de domesticacion. El ambiente de solar o traspatio es
fuente de la variacién en el género Opuntia ya que fue ahi donde se encontré la
diversidad mayor de variantes. Los frutos tipo xoconostle se clasificaron por poseer
proporcién inversa de céscara:pulpa y menos semillas abortadas. Existe relacion entre
el nimero de semillas normales y abortadas con la biomasa de la pulpa.

Palabras clave: dendrograma, domesticacion, Opuntia, seleccion humana.
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Abstract

The genus Opuntia from the Cactaceae family, presents wide diversity and distribution
in Mexico and its fruits can be of three types, 1) with thin skin and seeds surrounded by
sweet and abundant pulp, 2) with thin skin and seeds surrounded with scarce or void
pulp, known as dried fruits, and 3) thick, succulent, acid, and edible skin with seeds
surrounded by scarce pulp, known as acid tunas or xoconostles. The objective of this
study was to characterize the fruits and seeds of 115 variants belonging to 17 species of
prickly pear (Opuntia spp., Cactaceae) collected in the Mexican Plateau. The hypothesis
was the biomass of the fruit (skin, pulp and seeds) and the content of aborted and
normal seeds allow recognizing its level of domestication. To the fruits of 115 variants of
the 17 species obtained from 347 collecting, of the High Plateau of Mexico, were
determined the biomass of the skin, of the pulp and of the normal and aborted seeds
(dehydrated); was measured the total soluble solids content (°Brix) at the pulp; to the
seeds were quantified its length, width and thickness, total number, normal and aborted
and the hardness of the normal ones. The experimental design employed was
completely random with 115 treatments (variants), six replications per treatment and a
fruit as the experimental unit. The statistical treatment of data consisted of arrangement
(principal components analysis, PCA) and multivariate classification (conglomerated).
The biomass of the fruit and the number of aborted seeds were the variables most
important according to the PCA and separated the species and variants according to a
gradient of biomass of pulp and aborted seeds content. The classification analysis
shows the trend to higher content of aborted seeds in O. albicarpa and O. ficus-indica,
species from humanized environments and with greater degree of domestication. The
environment of solar or backyard is source of variation in the genus Opuntia since it was
there where was found the diversity of variants. The fruits type xoconostle were
classified by possess inverse proportion of skin:pulp and less aborted seeds. There is
relationship among the number of normal and aborted seeds with pulp biomass.

Keywords: dendogram, domestication, Opuntia, human selection.
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Introduccion

En la familia Cactaceae Opuntia y Mamillaria son los géneros con rigueza mayor y
distribucion amplia; Opuntia incluye 188 especies y 78 de ellas, con numerosas
variantes silvestres y cultivares, son nativas de México (Anderson, 2001). Briton y Rose
(1963) agruparon a las especies de este género en los subgéneros Cylindropuntia,
Grusonia, Corynopuntia, Stenopuntia y Opuntia (anteriormente Platyopuntia). A la vez,
estos autores juntaron las especies del subgénero Opuntia en 29 series, con base en
las similitudes morfoldgicas de los cladodios, aréolas, espinas, flores y frutos.

Los frutos o tunas de Opuntia son bayas uniloculares y polispérmicas, con forma
cilindrica, obovoide o eliptica, y cascara cerosa o tomentosa; sus coloraciones van de
amarillo palido a rojo puarpura; su longitud puede ser de 2.70 a 11.60 cm, su anchura de
2.30a6.90 cm y su peso de 7.50 a 237.90 g (Reyes-Aguero et al., 2009). Tres tipos de
frutos son identificables: 1) los de sabor dulce, con cascara delgada y semillas
rodeadas por pulpa abundante; 2) los secos, con cascara delgada y semillas rodeadas
con pulpa escasa o nula; y 3) los acidos, conocidos como xoconostles, con cascara
comestible, gruesa, suculenta y acida, y semillas rodeadas con pulpa escasa (Alvarez y
Pefa-Valdivia, 2009; Garcia-Pedraza et al., 2005; Reyes-Aguero et al., 2005). En 116
variantes de Opuntia spp. Reyes-Aguero et al. (2009) documentaron una amplitud de
dulzura de la pulpa de 1.7 a 19.7° Brix. En frutos de tuna dulce (O. dillenii) la dulzura fue
de 10.3° Brix (Diaz-Medina et al., 2007), y en los de la especie con distribucién mayor
(O. ficus-indica) los registros van desde 11.7 hasta 15.7 ° Brix (Felker et al., 2005;
Schirra et al., 1999; Walker et al., 2011).

La variabilidad de las caracteristicas fisicas de las semillas del género Opuntia,
como longitud, anchura, grosor y biomasa puede ser un atributo con valor taxondémico
dentro del género (Adewale et al., 2012) y el tamafio de las semillas es un rasgo
adaptativo asociado con la diseminacion y establecimiento (Leishman y Murray, 2001;
Obeso et al., 2011).

Las caracteristicas morfologicas de las semillas pueden emplearse en estudios
evolutivos. Caracteres micromorfolégicos de las semillas de Ephedra (Icker-Bond y
Rydin, 2011), Gentiana (Davitashvili y Karrer, 2010) y Moehringia (Minuto et al., 2011)
fueron empleados para identificar especies y evaluar procesos evolutivos de esos

géneros. En la literatura especializada no se han localizado estudios taxondmicos o
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evolutivos basados en los caracteres morfolégicos de las semillas de Opuntia. En
contraste, con base en las caracteristicas de estas estructuras se ha descrito la calidad
del fruto para consumo humano (Aguilar-Estrada et al., 2003; Barbera et al., 1994), y se
les ha relacionado con el proceso de domesticacion del género (Lopez-Palacios et al.,
2015).

Al respecto, Barbera et al. (1994) evaluaron los cultivares Gialla y Rossa de O.
ficus-indica y sefialaron que el tamafio del fruto depende del numero, peso y
distribucion de sus semillas, pues reconocieron que el peso de la pulpa se correlacion6
positiva y significativamente con el nUmero de semillas. Los mismos autores observaron
que la proporcion de semillas normales y abortadas fue constante, independientemente
de la cantidad total de ellas en los frutos. Aguilar-Estrada et al. (2003) documentaron
que un fruto tiene en promedio 229 semillas, de ellas 186 son normales y 43 son
abortadas; sin embargo, estos datos pueden variar con el genotipo y las condiciones en
que se desarrolle la planta (Barbera et al., 1994). La pulpa en el fruto se desarrolla
desde el exterior de las células epidérmicas de la envoltura funicular y del funiculo de
ambos tipos de semillas (Pimienta y Engleman, 1985), y el contenido de pulpa depende
de la cantidad de semillas del fruto. Sin embargo, en cultivares para la produccion de
frutos se prefieren aquellos con menor nimero o tamafio de semillas o con mayor
namero de semillas abortadas (Aguilar-Estrada et al., 2003; Barbera et al., 1994).

En un estudio sobre el efecto de la domesticacion en la biomasa del fruto y en las
caracteristicas fisicas de las semillas (Lopez-Palacios et al., 2015) se observo que los
frutos de las especies con grado de domesticacion mayor (O. albicarpa y O.
ficus-indica) tuvieron fruto con mas biomasa (de 118 a 127 g) y pulpa (de 62 a 69 g) que
los de la especie silvestre O. streptacantha; en general, el nimero de semillas normales
y abortadas por fruto tendié a incrementarse en las especies domesticadas, pues los
frutos de O. streptacantha tuvieron hasta 50 % menos semillas (174 semillas) que los
de O. albicarpa y O. ficus-indica (342 semillas). En ese sentido también se encontr6
correlacion positiva y significativa de las semillas y la biomasa del fruto con la pulpa
Gnicamente en O. hyptiacantha, O. megacantha y O. streptacantha. Ademas, Las
diferencias en las dimensiones de las semillas normales y su dureza de esas cinco

especies estudiadas no fueron significativas.
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El objetivo del presente estudio fue caracterizar los frutos y las semillas de 115
variantes pertenecientes a 17 especies de nopal (Opuntia spp.) del Altiplano Mexicano
con la finalidad de conocer qué caracteres proporcionan la variabilidad mayor. La
hipotesis fue que la biomasa del fruto (cascara, pulpa y semillas) y el contenido de

semillas abortadas y normales permiten reconocer su nivel de domesticacion.

Materiales y métodos

Una exploracion botanica se realizO en plantaciones comerciales, experimentales,
nopaleras de solar y nopaleras silvestres de 29 localidades de la Altiplanicie Meridional
de México. Seis frutos se recolectaron de cada una de las 115 variantes de 17
especies, agrupadas en siete series taxonomicas (Cuadro 4.1). Los frutos se analizaron
en el Instituto de Investigacion de Zonas Desérticas (11ZD), de la Universidad Autonoma
de San Luis Potosi y ejemplares de cada individuo recolectado se depositaron en los
herbarios “Isidro Palacios” (SLPM) del 11ZzD, CHAPA del departamento de Ciencias
Forestales de la Universidad Autbnoma Chapingo y en el Herbario Nacional de la
Universidad Nacional Autonoma de México (MEXU) (Anexo B1).

En los frutos se cuantificé la biomasa total, de la pulpa con semillas y de las
semillas. El contenido total de sélidos solubles (°Brix) se determiné en la pulpa con un
refractometro digital. En las semillas se cuantifico el nUmero total por fruto, separadas
en normales y abortadas; de las semillas normales se midié su biomasa deshidratada y
la longitud, anchura, grosor y dureza. Para evaluar las semillas fueron separadas de la
pulpa con una licuadora doméstica, con aspas sin filo; la pulpa se colocdé en 1 L de
agua Yy se licué a velocidad baja por 45 seg. El contenido del vaso se vertio en un
cernidor con 48 orificios cm?, colocado bajo un chorro de agua para eliminar los
vestigios de las envolturas funiculares. Las semillas se colocaron en cajas Petri y se
dejaron secar a temperatura del laboratorio (26 £ 2°C) por 3 d. Las semillas secas se

mantuvieron en sobres de papel a la misma temperatura (Reyes-Agiero et al., 2007).
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Cuadro 4.1 Identidad taxonomica de 115 variantes de 17 especies de Opuntia

utilizadas para evaluar las caracteristicas fisicas de sus frutos y semillas.

Serie Especies NUmero de variantes
Dillenianae 0. lindheimeri Engelm. 2
Ficus-indicae 0. ficus-indica (L.) Mill. 13
Leucotrichae 0. leucotricha DC 1
Macdougalianae O. durangensis Britton & Rose 2
0. jaliscana Bravo 1
0. velutina Sheinvar 1
Phaeacanthae O. phaeacantha Engelm. 1
Robustae 0. cochinera Griffiths 1
0. robusta Wendl. 1
Streptacanthae O. albicarpa Sheinvar 22
0. chavena Griffiths 5
0. hyptiacantha A. Web. 10
O. joconostle A. Web. 5
0. lasiacantha Pfeiff 5
0. megacantha Salm-Dyck 34
O. rzedowskii Sheinvar 1
0. streptacantha Lem. 10

La biomasa de los frutos y de la pulpa se cuantificé en una balanza granataria
(Precisa modelo XB2200C, Suiza, con precision de + 0.1 g). La biomasa de las semillas
secas se obtuvo en una balanza analitica (Scientech modelo SA120, EE.UU.; con
precision de + 0.0001 g). Las dimensiones de las semillas se obtuvieron con calibrador
o pie de rey (Caliper-Mitutoyo, Japdn; con precision de + 0.0001 cm y de lectura digital).
La dureza se cuantificd en seis semillas por fruto; para ello se midié la cantidad de
energia necesaria para comprimir al 50 % el grosor de cada semilla, lo cual se realizé
con una maquina universal de pruebas (Instron, Modelo 1000, EE.UU.) y con una celda
de carga de 4.9 kN (500 kgs).

El disefio experimental empleado fue completamente al azar con 115 tratamientos
o variantes de nopal, un fruto como unidad experimental y seis repeticiones. Las
unidades experimentales se obtuvieron de 347 recolectas. Los datos se sometieron a
analisis multivariable de componentes principales (ACP) y de conglomerados, este
altimo por el método de distancias medias. Los andlisis estadisticos se realizaron con el

paquete estadistico SAS (Version 9).
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Resultados

ACP de las especies

Para reconocer la variacion en los atributos de los frutos y las semillas que diferencian a
las especies se realiz6 un ACP con las caracteristicas de esas estructuras. Los tres
primeros CP acumularon 93.0 % de la varianza total. El CP1, con variabilidad de 59.9
%, representd la biomasa del fruto con aporte relativo alto de la biomasa de todas sus
estructuras, cascara, pulpa, semillas normales y abortadas, pero la de estas ultimas fue
inversa a la de las otras tres. Ademas de la biomasa, el numero de semillas normales y
abortadas también definieron el CP1 por su aporte relativo alto. El segundo CP, que
contribuy6 con 21.8 % de la variacién, reveld la relacion directa de la biomasa de la
pulpa con las semillas abortadas, tanto la biomasa como la cantidad de ellas. El CP3
concentro el 11.3 % de la varianza y confirmo la relevancia de la biomasa de la pulpa y
su relacion directa con la de las semillas normales e inversa con el numero de semillas

abortadas en los frutos del género Opuntia (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2 Valores propios y proporcion acumulada de la varianza de los tres primeros
componentes principales obtenidos con atributos fisicos de los frutos y las

semillas de 17 especies de Opuntia.

Componente principal

1 2 3

Varianza (%) 59.91 21.83 11.27

Proporcion acumulada de la varianza (%) 59.91 81.74 93.01

Anchura de las semillas normales (mm) 0.0267 0.0346 0.0430
Biomasa de la cascara () 0.2519 0.1221 -0.0179
Biomasa de la pulpa por fruto (g) 0.4397 0.4391 0.4537
Biomasa de semilla abortada (g) -0.5842 0.7902 0.0203
Biomasa de semilla normal (g) 0.3061 0.1351 0.2855
Dureza de la semilla normal (kN) 0.1975 0.0460 0.0196
Longitud de la semilla normal (mm) 0.0440 0.0436 0.0261
Numero de semilla abortada 0.4336 0.3611 -0.7961
NUmero de semilla normal 0.2733 0.0830 0.2108
Solidos solubles totales (°Brix) 0.0622 0.0843 0.1759

Las variables en negritas tuvieron el efecto relativo mayor en cada componente principal.
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Este ACP mostré que cuatro de las 10 caracteristicas de los frutos fueron
sobresalientes, por su participacion relativa relevante en mas de uno de los primeros
CP. Estas fueron la biomasa de las semillas abortadas, de las normales y de la pulpa y
la biomasa y el nimero de semillas abortadas por fruto, ademas, la relevancia de las
dos ultimas caracteristicas fue la mayor de todas por su peso relativo alto en los tres
primeros CP (Cuadro 4.2).

La representacion grafica del CP1 con el CP2 permitié reconocer un gradiente con
base en la biomasa de las estructuras del fruto y el nimero de semillas (Figura 4.1 A).
En ese gradiente, sobre el CP1 se distribuyeron O. leucotricha y O. lindheimeri en el
extremo negativo del CP1 (-1.7), ambas especies tuvieron los frutos de biomasa
promedio menor (14.50 g) entre las 17 especies, enseguida, separada entre si y del
resto de las especies, se ubicd O. jaliscana, con frutos de poca biomasa en sus
estructuras y total (26.67 g). Ademas de su biomasa menor, las tres especies se
caracterizaron por el nimero bajo de semillas abortadas (cinco en promedio).

En la misma representacion grafica (Figura 4.1 A), O. rzedowskii también se aislo
del resto de las especies, aunque en su caso la biomasa de las estructuras del fruto no
estuvo entre los valores menores (22.20 g la cascara, 40.65 g la pulpa, 0.78 y 1.88 g las
semillas abortadas y normales) y por lo tanto la de sus frutos tampoco (65.52 g), pero el
namero de semillas abortadas también fue uno de los menores (1.83 semillas por fruto).

En el extremo positivo de CP1 (1.1), separada del resto de las especies, se ubico
O. cochinera con biomasa de pulpa y cascara (49.6 y 59.7 g) y con semillas abortadas y
normales abundantes (25 y 294 por fruto), pero las abortadas con biomasa baja (0.02
g). Las otras 12 especies se localizaron en un intervalo relativamente estrecho del CP1
y cercano al origen. Sus frutos, con biomasa variable en la cascara (de 17.82 g en O.
phaeacantha a 52.72 g en O. albicarpa; semillas normales de 1.67 g en O. joconostle a
3.85 g en O. robusta) y en el numero de semillas normales (de 113 en O. phaeacantha
a 318 en O. robusta), se distribuyeron parcialmente separadas a lo largo del CP2. En el
extremo negativo de este CP se ubicé O. streptacantha, que se caracterizd por sus
semillas abortadas ligeras (0.03 g por fruto), las siguientes especies fueron O.
joconostle, O. velutina y, casi superpuesta, O. chavena, todas con biomasa de semillas

abortadas ligeras (entre 0.02 y 0.04 g por planta).
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En el origen o cercanas a €l se ubicaron O. durangensis, O. phaeacantha y O.
robusta con biomasa de semillas abortadas similar (0.08 g). En el extremo positivo del
CP2 (entre 0.4 y 0.8) se ubicaron O. hyptiacantha, O. megacantha, O. lasiacantha, O.
ficus-indica y O. albicarpa y caracterizadas por poseer la biomasa y el nimero de
semillas abortadas mayor de todas las especies incluidas en el estudio (de 0.16 a 0.30
g y de 34 a 65 por fruto). Este ultimo conjunto de especies fueron recolectadas en
ambientes de solar y humanizados. Lo anterior indicO que la ordenacion del CP2
dependio principalmente del contenido de semillas abortadas y su relacion con el nivel
de humanizacion de las especies (Figura 4.1 A).

La representacion gréfica del CP3 en funcién del CP1 (Figura 4.1 B) mostro
tendencias de ordenacion parcialmente similares a las descritas por la del CP2 en
funcién del CP1 (Figura 4.1 A). En el extremo del cuadrante negativo de los CP1 y CP3
(-1.7, -0.8) estuvo O. lindheimeri y en el cuadrante formado por el segmento negativo
del CP1 Yy el positivo del CP3 estuvieron, también aisladas entre ellas y del resto de las
especies, O. leucotricha, O. jaliscana y O. rzedowskii. La separacion de O. lindheimeri y
O. leucotricha en esta representacion grafica se debié a que ambas especies tuvieron
en sus frutos el contenido promedio de pulpa (1.93 y 2.17 g) y de semillas normales
(0.28 y 0.87 g) menores entre las 17 especies. Ademas, con excepcion de O. chavena
las demas especies se concentraron cerca del origen de ambos CP (Figura 4.1 B).

La representacion grafica del CP3 en funcion del CP2 contrastd con las dos
descritas antes. Las especies se alienaron a lo largo del CP2 y entre los valores -0.2 y
0.2 del CP3 con excepcion de tres de ellas que se alejaron del origen y también se
presentaron como unidades biologicas independientes (Figura 4.1 C). En esta
ordenacion O. streptacantha y O. joconostle se ubicaron en el extremo negativo del
CP2 (-0.8), les sigui6 O. velutina y O. chavena, sobrepuestas una con otra, en los frutos
de estas especies la biomasa de semillas abortadas fue baja (entre 0.02 y 0.04 g) y el
namero de ellas estuvo entre los valores menores (entre 10.10 y 16.17) en el grupo de
especies. En el otro extremo se encontr6 a O. megacantha, O. lasiacantha, O.
ficus-indica y O. albicarpa; los frutos de estas especies presentaron la biomasa
promedio de la pulpa, y la biomasa y numero de las semillas abortadas mayores de
todo el grupo de especies y en gradiente ascendente, de 54.59 a 64.78 g, de 0.16 a

0.32 gy de 33.95 a 64.80) (Figura 4.1 C).
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Andlisis de conglomerados de las especies

El analisis de conglomerados clasificé a las especies en dos conjuntos principales. La
clasificacion se baso en la variabilidad de biomasa de cascara y pulpa, en el contenido
de semillas y la dureza de las normales. En el primer nivel de clasificacion, el conjunto
A fue el mas numeroso ya que agrupo al 76.0 % de las especies estudiadas. Este
conjunto de especies destaco por poseer biomasa de cascara y pulpa mayor (40 y 37 g,
respectivamente), mas semillas por fruto (187 normales y 30 abortadas) y semillas
normales mas duras (1.6 kN). En contraste, el conjunto B relaciond a especies que se
encontraron Unicamente en solares, ellas son O. jaliscana, O. leucotricha, O. lindheimeri
y O. rzedowskii (Anexo B2). Asi, el primer nivel de clasificacion corresponde a las
diferencias entre especies que persistieron en los solares y que su persistencia en los
ambiente de esos sitios seguramente se debi6 a que sobresalieron por sus
caracteristicas excepcionales (Figura 4.2).

El segundo nivel de clasificacion diferencié a las especies por sus caracteristicas
inherentes a la pulpa (biomasa y dulzor). ElI conjunto A se diferencio en dos
subconjuntos, de ellos el Al destaco por sus frutos con mas pulpa (49 g), ligeramente
dulce (13 °Brix) y con numero de semillas abortadas mayor (42). Este concentré a O.
albicarpa, O. ficus-indica, O. hyptiacantha, O. lasiacantha O. megacantha, O.
phaeacantha y O. robusta, todas ellas tienen la peculiaridad que se encontraron en
ambientes con grado variado de humanizacién, la excepcion fue O. phaeacantha que
se presentd en ambientes silvestres. En contraste, las especies del subconjunto A2 se
caracterizaron por poseer frutos de pulpa (23 g) ligeramente menos dulce (11 °Brix) y
menos semillas abortadas (16). Este grupo de especies se recolectaron de ambientes
poco humanizados. Los subconjuntos B1 y B2 se diferenciaron por su dulzura y los de
O. jaliscana y O. rzedowskii fueron los que tuvieron mas solidos solubles (14 °Brix) en
contraste con los del subconjunto B2 (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Clasificacion de 17 especies de nopal (Opuntia spp.) con base en las caracteristicas del fruto y las semillas.
Alb: O. albicarpa; Cha: O. chavena; Coc: O. cochinera; Dur: O. durangensis; Fic: O. ficus-indica; Hyp: O.
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94



El tercer nivel de clasificacion se definié por las caracteristicas inherentes de las
semillas normales. Asi, el subconjunto Al.1 concentro a O. albicarpa, O. ficus-indica, O.
lasiacantha, O. hyptiacantha, O. megacantha y O. robusta; estas especies se
caracterizaron por tener las semillas mas duras y de dimensiones mayores en contraste
con las especies del subconjunto Al.2. En el subconjunto A2 sobresale el nimero de
semillas normales como criterio de clasificacibon que permiti6 reconocer dos
subconjuntos. De ellos, el A2.1 agrup6 a O. chavena, O. durangensis, O. joconostle, O.
streptacantha y O. velutina con menos semillas normales (153). Los subconjuntos Al1.2
y A2.2 tuvieron solo una especie cada uno, O. phaeacantha y O. cochinera,
respectivamente; la primera de ellas con semillas menos duras (0.5 kN) y de
dimensiones menores (anchura: 28 mm; longitud: 32 mm) y la segunda con destacé por
contener mas semillas normales (293) (Figura 4.2).

El cuarto nivel de clasificacion se definio por la persistencia de semillas abortadas,
asi las especies con nivel mayor de domesticacion O. albicarpa y O. ficus-indica, fueron
las que tuvieron el contenido mayor de estas semillas (62) y se agruparon en el A1.1.1
junto a O. lasiacantha. Luego estuvieron especies con niveles de domesticacion
intermedios, como O. hyptiacantha, O. megacantha y O. robusta en el subconjunto
Al1l.1.2 con 28 semillas abortadas, les siguid O. durangensis en el A2.1.2 y en el
extremo, con menos semillas abortadas (12), se agruparon O. chavena, O. joconostle,
O. streptacantha y O. velutina (subconjunto A2.1.1), que son las especies consideradas
silvestres (Figura 4.2).

ACP de las variantes

Con las variantes se realiz6 ACP con la finalidad de observar la variacion
intraespecifica en caracteres de fruto y semillas. Los primeros tres CP acumularon 92.7
% de la varianza. De ellos, el CP1 contribuy6 con el 46.8 % y el nimero y la biomasa de
las semillas abortadas y la biomasa de pulpa fueron las caracteristicas con la
contribucion mayor. EI CP2, con 36.5 % de la varianza, estuvo definido por la biomasa
de semillas abortadas. EI CP3, con 9.6 % de la varianza, se definié principalmente por
cuatro caracteristicas del fruto, la biomasa de pulpa y las semillas normales y el nimero

de estas y la relacion opuesta con el numero de semillas abortadas (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3 Valores propios y proporcién acumulada de la varianza de los tres primeros
componentes principales obtenidos con atributos fisicos de los frutos y semillas
de 115 variantes de Opuntia spp.

Componente principal

1 2 3

Varianza (%) 46.77 36.31 9.65

Proporcion acumulada de la varianza (%) 46.77 83.08 92.73

Anchura de las semillas normales (mm) 0.0332 0.0214 0.0388
Biomasa de la cascara () 0.1927 0.1512 0.0679
Biomasa de la pulpa por fruto (g) 0.3855 0.3319 0.4381
Biomasa de semilla abortada () 0.5406 -0.8214 0.1756
Biomasa de semilla normal (g) 0.2118 0.2388 0.3994
Dureza de la semilla normal (kN) 0.1333 0.0740 0.1228
Longitud de la semilla normal (mm) 0.0449 0.0259 0.0290
NUmero de semilla abortada 0.6564 0.2921 -0.6717
NUmero de semilla normal 0.1487 0.2004 0.3571
Solidos solubles totales (°Brix) 0.0569 0.0539 0.1301

Las variables en negritas tuvieron el efecto relativo mayor en cada componente principal.

La representacion gréafica del CP1 en funcion del CP2 ordend en el cuadrante de
valores negativos a variantes con contenido de semillas abortadas bajo (de 0.3 a 24.8)
pero con diferencias en la biomasa de la pulpa. Asi, en los extremos negativos se
localiz6 a Guilanchi de O. lindheimeri (L2) de pulpa (3.3 g) y semillas abortadas (0.3)
escasas. Después estuvieron Duraznillo (K) y Oreja de Elefante (L1) de O. leucotricha y
O. lindheimeri, ambas con poca pulpa (2.2 y 0.5 g, respectivamente) pero con diferencia
amplia en el niumero de semillas abortadas (2.1 y 24.8, respectivamente). A ellas les
siguieron Cimarron (C2) de O. chavena, Chamacuero (H) de O. jaliscana y Trompa de
Cochino (P11) de O. streptacantha con pulpa ligeramente mas abundante (11.2 g). El
siguiente conjunto de variantes se conformé por Amarilla 24 (G4) y Card6n de las
Papas (G6) de O. hyptiacantha, Amarilla Monteza (M22) de O. megacantha, Cenizo
(O1) de O. rzedowskii y Jocoquillo (P9) de O. streptacatha que se identificaron por
contener ligeramente méas pulpa (30.1 g). En este mismo cuadrante y cercanas al origen
se localizaron tres variantes de O. streptacantha variantes Aguirrana (P13), Cardén
Potosino (P8) y Santo Tomas (P7), con contenido promedio de 29.1 g de pulpa. En los

extremos positivo de CP2 y negativo de CP1 se ubicaron, separadas del resto de las
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variantes, a Chiquihuitillo de O. chavena (C6), con semillas abortadas escasas (4.6) y
contenido bajo de pulpa (21.8 g) y Huevo de Gato (I5) de O. joconostle con poca pulpa
(6.2 g). Con incremento ligero de semillas abortadas (media de 6.9) y pulpa (media de
22.0 g) se encontré a Pachén (G5) de O. hyptiacantha, Xoconostle Agrio (14) de O.
joconostle y Demshikdja (P12) e Isbini (P5) de O. streptacantha. También separadas
del resto de las variantes se observé a Sangre (M32) de O. megacantha, identificada
por poseer proporcion mayor de pulpa (53.4 g) y contenido bajo de semillas abortadas
(9.6), y a Cacalote (D) de O. cochinera con mas semillas abortadas (25.3). En el
extremo positivo de CP1 se encontré a Cristalina (A21) de O. albicarpa caracterizada
por poseer semillas abortadas abundantes (135.8) con mas biomasa (0.8 g) y frutos con
mas pulpa (104.2 g). El resto de las variantes se distribuyeron a lo largo del CP1 lo que
puede ser indicio de la variabilidad del género Opuntia. Sobresalié que en el extremo
positivo de este CP se encontraron las variantes procedentes de ambientes de grado
diverso de humanizacion y que las del lado negativo del CP1 fueran Unicamente
variantes provenientes de ambientes silvestres (Figura 4.3 A).

La representacion grafica del CP3 en funcion del CP1 ordené a Oreja de Elefante
(L1) de O. lindheimeri separada del resto del grupo de variantes en el extremo negativo
del CP3, esta variante se caracterizé por la proporcibn mayor de semillas abortadas
(24.8) y normales (5.4) y por su menor contenido de pulpa (0.5 g) por fruto. En el
extremo positivo de este componente se encontr6 a Cenizo (01) de O. rzedowskii,
Aguirrana (P13), Carddn Potosino (P8), Jocoquillo (P9), Santo Tomas (P7) y Trompa de
Cochino (P11) de O. streptacantha mismas que tuvieron semillas abortadas escasas
(1.9) en comparacion con el numero de las normales (150.0) y poca pulpa (31.4 g) en

sus frutos. El resto de las variantes se ordend alrededor del origen (Figura 4.3 B).
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Figura 4.3 Ordenacion de los componentes principales (CP) 1, 2 y 3 de 115 variantes
de nopal de 17 especies (Opuntia spp.) basada en nueve variables de frutos y

semillas.
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La representacion del CP3 en funcién del CP2 permitid6 reconocer a Oreja de
Elefante (L1) de O. lindheimeri como una variante con semillas abortadas abundantes
(24.8) en frutos con pulpa escasa (0.5 g) y semillas normales escasas (5.3). Guilanchi
(L2) de O. lindheimeri y Duraznillo (K) de O. leucotricha también estuvieron separados
del resto de las variantes por sus frutos con semillas abortadas (0.3 y 2.1) y pulpa
escasas (3.3 y 2.2 g). Enseguida de estas se ordend el 10 % de las variantes, que
incluyé a Cimarrén (C2) de O. chavena, Ladrillo (G1) y Carddn de las Papas (G6) de O.
hyptiacantha, Chamacuero (H) de O. jaliscana, Xoconostle de las Piramides (12) de O.
joconostle, Jarrilla (M2) de O. megacantha, Cenizo (0O1) de O. rzedowskii, Aguirrana
(P13), Cardon Potosino (P8), Jocoquillo (P9), Santo Tomas (P7) y Trompa de Cochino
(P11) de O. streptacantha. Estas variantes tuvieron en promedio méas semillas
abortadas (3.3) y normales (125.0) y biomasa de pulpa (19.7 g) que las anteriores,
ademas, son variantes que fueron recolectadas en ambientes silvestres y de solar. En
el extremo positivo del CP2 se localiz6 a Chiquihuitillo (C6) de O. chavena y Sangre
(M32) de O. megacantha, que son variantes con semillas abortadas escasas (4.6 y 9.6
por fruto) y que ademas su biomasa es notablemente baja, por lo que después de
deshidratarse no la registro la balanza (semigranataria) empleada. Enseguida de ellas
estuvo Cacalote (D) de O. cochinera con contenido mayor de semillas abortadas (25.3)
pero de biomasa baja (0.02 g). El resto de las variantes estuvieron alrededor del origen

y presentaron valores medios de contenido de pulpa y semillas (Figura 4.3 C).

Andlisis de conglomerados de las variantes

El analisis de clasificacion de conglomerados delimitd a las especies en el conjunto A 'y
colocé fuera de este a Oreja de Elefante (L1) de O. lindheimeri. Esta variante se
caracterizé por tener frutos cascara escasa, pulpa poco dulce y semillas escasas. La
diferencia con la otra variante de la misma especie, ésta (L1) se recolecté de una
plantacion experimental y talvez su delimitacidn como un genotipo diferente al resto se
deba a la diferencia de los ambientes donde se desarrolla. EI segundo nivel de
clasificacion estuvo definido por el contenido de semillas abortadas y el conjunto A se
dividié en dos, de ellos, A1 concentrd a 97.0 % del total de las variantes y A2 al resto.
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Este dltimo tuvo solo dos variantes, Chiquihuitillo (C6) y Sangre (M32) de O. chavena y
O. megacantha, caracterizadas por su contenido menor de semillas abortadas (Figura
4.4).

El tercer nivel de clasificacion dividi6 a las variantes en dos subconjuntos que
concentraron 85.2 y 12.2 % del total de variantes en el A1.1 y Al.2, respectivamente. El
Al.2 se identificO por contener variantes recolectadas en ambientes de solar y silvestre
e identificadas por poseer frutos con menos cascara, pulpa y semillas. En el cuarto nivel
de clasificacion los subconjuntos también se clasificaron en dos cada uno; el primero de
ellos con base en el contenido de cascara, pulpa y semillas abortadas y la dureza de las
semillas normales y el segundo en el contenido y dulzura de la pulpa. El subconjunto
Al.1.2 estuvo representado por 32.2 % de las variantes, entre ellas hubo provenientes
de ambientes silvestres, de solar y de campos experimentales, y se caracterizaron por
sus frutos con mas céscara y pulpa y semillas normales menos duras. En contraste, las
del subconjunto Al.1.1, con 53.0 % de las variantes, fueron recolectadas de campos
experimentales y de solar y se distinguieron por tener menos abundancia de cascara,
pulpa y semillas abortadas (Figura 4.4).

Los subconjuntos Al1.2.1 y A1.2.2 clasificaron a las variantes de acuerdo a sus
caracteres inherentes a la pulpa, ya que el A1.2.2 estuvo representado por variantes de
O. leucotricha y O. lindheimeri con pulpa escasa y poco dulce. En contraste con las del
subconjunto A1.2.1 que tuvieron mas pulpa y mas dulce (Figura 4.4).

El quinto nivel de clasificacion permitié identificar cuatro grupos en los que las
diferencias se definieron por la biomasa de la cascara y la pulpa. Cada subconjunto
sobresalio por el ambiente especifico de recoleccion, lo que indica que estan
relacionados con el grado de humanizacion de las especies. Asi, el A1.1.1.1, con 24.3
% de las variantes, lo conformaron las recolectadas de solar y campos experimentales,
y se caracterizaron por contener hasta 48.0 g de cascara y 55 g de pulpa y proporcién
menor de semillas abortadas en relacion con las normales (1:5). Este subconjunto tuvo
variantes de O. albicarpa (7), O. chavena (1), O. ficus-indica (3), O. hyptiacantha (2), O.
lasiacantha (2), O. megacantha (12) y O. streptacantha (1) (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Clasificacion de 115 variantes y cultivares de Opuntia spp. con base en las caracteristicas fisicas de los frutos y
las semillas.
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El subconjunto A1.1.1.2 se formdé con 27.8 % de las variantes, ellas fueron
recolectadas de plantaciones comerciales y experimentales y se caracterizaron por
contener biomasa mayor de cascara (56.0 g) y pulpa (67.0 g) y proporcién mayor de
semillas abortadas respecto a las normales (1:3). Este subconjunto se definid por
variantes de O. albicarpa (12), O. ficus-indica (9), O. hyptiacantha (2), O. lasiacantha
(2) y O. megacantha (7) (Figura 4.4).

Los subconjuntos A1.1.2.1 con 27.0 % de las variantes y A.1.1.2.2 con 5.3 % de
las variantes parecen diferenciarse con base en la relacibn cascara:pulpa y el
contenido de solidos solubles. Asi, la relacion cascara:pulpa de las variantes en
Al1.1.2.1 fue 0.9:1.0 y su pulpa tuvo 13° Brix. Las variantes de este grupo estuvieron en
campos experimentales, en solares y ambientes silvestres y fue el grupo con la
diversidad mayor de especies, ya que en €l se identificaron variantes de O. albicarpa
(3), O. chavena (1), O. cochinera (1), O. ficus-indica (1), O. hyptiacantha (4), O.
joconostle (2), O. megacantha (12), O. phaeacantha (1), O. robusta (1), O.
streptacantha (4) y O. velutina (1). El analisis de clasificacion colocé en A1.1.2.2 a las
variantes que tuvieron una proporcion de cascara mayor en una relacion con la pulpa
(5:1) y pulpa menos dulce (9° Brix). Los frutos de estas variantes fueron del tipo
xoconostle y correspondieron a O. chavena (1), O. durangensis (2) y O. joconostle (3)
(Figura 4.4).

Discusion
La variabilidad mayor se observé en la biomasa de cascara, pulpa y semillas por fruto
(biomasa de fruto) y en el numero de semillas por fruto (Figuras 4.1 y 4.3). En efecto,
estas variables tuvieron los coeficientes de variacibn mayores entre especies y
variantes. Pero, las caracteristicas de O. cochinera la separaron del resto. Al respecto,
Bravo (1978) sefalo la posibilidad de que ésta especie sea un hibrido entre O. robusta
y alguna de las especies de la serie Streptacanthae lo que explicaria por qué el andlisis
de clasificacion la sita cercana a las especies de esta serie (Figura 4.2).

La separacion de variantes por el CP1 (Figuras 4.1 y 4.4) coincide con las
descritas por Colunga et al. (1986) y Reyes-Aguero et al. (2005). Esos autores

reconocieron gradientes de domesticacion mediante el analisis de las caracteristicas

102



morfolégicas diversas de las plantas y de sus estructuras (cladodios maduros y
jovenes, frutos, flores, espinas y semillas) de variantes de ambientes silvestres, solares
y campos experimentales. Los autores citados también sefialan que ese gradiente se
determind, principalmente, con base en el contenido de pulpa y tamafio del fruto. Lo
gue coincide con la variabilidad amplia en la biomasa de los frutos entre las variantes y
especies incluidas en el presente estudio y el contenido menor de pulpa en las
especies reconocidas como silvestres.

De acuerdo con Barbera et al. (1994) y Pimienta y Engleman (1985) las
diferencias en el tamafio del fruto y su contenido de pulpa estan correlacionadas con el
contenido de semillas. Pimienta y Engleman (1985) sefialaron que las semillas
abortadas en Opuntia forman una envoltura funicular carnosa, semejante a la que
forman las semillas normales; por lo que los frutos con proporcion mayor de semillas
abortadas ocuparian mas volumen por tejido comestible debido al volumen menor
ocupado por ellas en comparacion con las normales. Esto confirma el papel destacado
del contenido de semillas abortadas como un caracter sobresaliente en las variantes de
ambientes mas humanizados detectado en este estudio.

Las caracteristicas de los frutos y las semillas en las especies con grado de
interés antropocéntrico mayor permiten suponer que son parte del sindrome de
domesticacion (Colunga et al., 1986; Reyes-Aguero et al., 2005). Al respecto, Bravo
(1978) menciono que las especies de la serie Ficus-indicae son las formas inermes de
la serie Streptacanthae. Griffiths (1914) seiala a O. megacantha como el ancestro de
O. ficus-indica, mientras que Reyes-Aguero et al. (2005) sefialan a O. albicarpa como
la especie domesticada con espinas, de la cual se derivd aquella. Los resultados del
ACP (Figura 4.1) y del analisis de clasificacion (Figura 4.2) confirman las semejanzas y
la relacidn probable entre ambas especies.

En relacion con la presencia de las semillas abortadas en los frutos y el proceso
de domesticacion, los resultados de la presente coinciden con los de Lépez-Palacios et
al. (2015), que concluyeron, a partir del analisis de 89 recolectas de cinco especies,
gue con la domesticacion de Opuntia el nimero de semillas abortadas por fruto ha

incrementado (< 11 a = 65).
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Los analisis de clasificacion mostraron dos tendencias entre las especies,
basadas principalmente en las biomasas de la cascara y la pulpa y en el contenido de
semillas (Figura 4.2); estas tendencias de clasificacion también fueron documentadas
por Reyes-Aguero et al. (2005). Este nivel de clasificacion se basé principalmente en
las especies recolectadas en solares y que seguramente han persistido en esos sitios
debido a ciertas caracteristicas excepcionales que son parte de las incluidas en el
sindrome de domesticacion en niveles diferentes (Perales y Aguirre, 2008).

Las variaciones intervarietales encontradas en el analisis de clasificacion (Figuras
4.3 y 4.4) pueden deberse a fendmenos como la hibridacion asociada con los niveles
diversos de ploidia (Gibson y Nobel, 1986; Pimienta-Barrios y Mufioz-Urias, 1995;
Sheinvar, 1995) entre especies y variantes y al efecto del ambiente de humanizacién
en que se desarrollaron los frutos recolectados. En un estudio realizado con cladodios
de Opuntia del desierto chihuahuense se encontr6 que dentro de una misma especie
hay variacion de las caracteristicas morfo-anatomicas de los cladodios que las hace
yuxtaponerse con otras poblaciones, lo que genera una diversidad de variantes
(Mufioz-Urias et al., 2008). Sin embargo, los citados autores no emplearon
caracteristicas de los frutos, y los resultados obtenidos en este estudio muestran la
variabilidad del tamafio y contenido de semillas, que son reflejo de la diversidad del
género Opuntia y de sus especies.

En este estudio sobresalid6 la cantidad de variantes provenientes de solares
(Anexo B2), lo que confirma que los ambientes de esos sitios son reservorios de la
riqueza mayor de variantes. Reyes-Aguero et al. (2005) llevaron a cabo un estudio con
variantes de O. ficus-indica en el que reconocieron la influencia de los ambientes de
humanizacion (solar y plantaciones comerciales) en la especie. Los autores sefialaron
gue las diferencias entre los frutos se deben al interés comercial de las variantes, ya
gue son apreciadas por sus frutos, nopalitos o produccion de cochinilla (Dactylopius
coccus).

Las evidencias indican que durante el proceso de domesticacion de Opuntia, el
fruto ha sido el érgano de interés antropocéntrico y actualmente O. albicarpa y O. ficus-
indica son reconocidas como las especies con nivel mayor de domesticacién (Bravo,
1978; Reyes-Aguero et al., 2005). Aguilar-Estrada et al. (2003) describieron dos
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tendencias de domesticacion con base en las caracteristicas y contenido de las
semillas, una hacia la seleccién de frutos en los que predominan la semillas normales y
otra en la que las abortadas son mas abundantes, lo que coincide con la separacion de
las variantes en los subconjuntos A1.1.1.1 y A1.1.1.2 en el dendrograma de variantes
(Figura 4.4). Los resultados del presente estudio también coincidieron con los de
Guerrero-Mufioz et al. (2006) quienes encontraron diferencias en la micromorfologia de
las semillas de Opuntia entre las variantes recolectadas de solares y las cultivadas.

Los estudios de biologia molecular realizados por Griffith (2004), Griffith y Porter
(2009), Luna-Péez et al. (2005 y 2007), Majure et al. (2012) y Segura et al. (2007)
mostraron la relacion entre especies diversas de Opuntia y la similitud entre O.
albicarpa y O. ficus-indica, pero separadas de otras especies de las series Robustae y
Streptacathae. Esos resultados coinciden con los del presente estudio aunque
incluyera anicamente caracteristicas fisicas de los frutos y las semillas (Figuras 4.3 y
4.4).

La dispersion de las variantes de O. albicarpa, O. ficus-indica y O. megacantha
(Figura 4.4) también fue observada por Luna-Paez et al. (2007) y Reyes-Aguero et al.
(2005) tanto en los grupos considerados silvestres como en los domesticados. Esto
puede deberse a que O. ficus-indica puede incluir clones derivados de linajes multiples
lo que indica la cercania entre especies como O. leucotricha, O. hyptiacantha, O.
megacantha y O. streptacantha (Griffith, 2004). Asimismo, la delimitacion escasa de las
variantes de cada especie sugiere que el género Opuntia se encuentra en un proceso
continuo de cambio y diferenciacion evolutiva, que se incrementa por la presion de
seleccién humana (Granados y Castafieda, 1991).

En algunas especies silvestres se ha encontrado una correlacion significativa
entre la tasa de germinacion y la dureza de las semillas (Romo-Campos et al., 2010), la
gue puede estar asociada a la capacidad de esas semillas para sobrevivir en
ambientes adversos y a los dispersores (Janzen, 1986). En contraste, la dureza mayor
de las semillas de especies domesticadas puede deberse a la disminucion del éxito en
la propagacion por via sexual del género Opuntia (Harlan, 1975; Romo-Campos et al.,
2010); esto puede ayudar a explicar la ausencia de las especies con nivel mayor de

domesticacion en ambientes silvestres (Colunga et al.,, 1986). Sin embargo, los

105



resultados previos (L6pez-Palacios et al., 2015) y los de este estudio mostraron que la
dureza (Cuadros 4.2 y 4.3) no es un caracter absoluto de las especies con grado mayor
de domesticacion. Lo que confirma la necesidad de realizar estudios que permitan
reconocer la relacion entre la capacidad germinativa de las semillas, su relacién con las
caracteristicas de la testa (como la dureza) y el grado de domesticacion en Opuntia;
también debe considerarse la pérdida de los dispersores naturales en el sindrome de
domesticacion de especies en las que la propagacion vegetativa es la de mayor éxito,
como es el caso de las del género Opuntia (Baskin y Baskin, 1998; Colunga et al.,
1986; Harlan, 1975).

Nuestros resultados también confirmaron las diferencias entre las especies
silvestres con frutos tipo xoconostle y las de frutos tipo tuna. El conjunto de variantes
con frutos tipo xoconostle (subconjunto Al1.1.2.2; Figura 4.4) se identifican por la
proporcion menor de pulpa y dulzura menor. Estas caracteristicas coincidieron con lo
registrado por Sheinvar (1999) en los frutos tipo xoconostle.

Los resultados confirmaron la variabilidad de Opuntia previamente documentada
por Garcia-Nava et al. (2015) y Lépez-Palacios et al. (2015) para la region de la
Altiplanicie Meridional. Esta diversidad de variantes cultivadas y silvestres revela que
las plantas de Opuntia han sido valoradas por los habitantes de la regién desde
tiempos prehispanicos. También, la diversidad de variantes de O. megacantha ha sido
documentada por Reyes-Aguero et al. (2005) con una distribucion amplia en ambientes
diversos, como los de las poblaciones silvestres, solares y plantaciones comerciales,
por lo que estudios futuros son necesarios para describir su diversificacion y la relacion

entre los ambientes y los caracteres del fruto.

Conclusiones

La biomasa del fruto (cascara, pulpa y semillas) y el nUumero de semillas abortadas son
los caracteres que proporcionan la variabilidad mayor entre las especies y variantes. El
namero de semillas abortadas es inherente a las especies y variantes en proceso de
humanizacion, ya que es el caracter que se incrementa en las provenientes de
ambientes humanizados. El ambiente de solar o traspatio es fuente de la variacion en

el género Opuntia ya que fue ahi donde se encontro la diversidad mayor de variantes.
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Los frutos tipo xoconostle se clasificaron por poseer proporcion inversa de
cascara:pulpa y menos semillas abortadas. Existe relacion entre el numero de semillas
normales y abortadas con la biomasa de la pulpa. La biomasa de las estructuras del
fruto, la cascara, la pulpa y las semillas y el contenido de semillas abortadas y
normales permiten reconocer un gradiente de domesticacion entre las especies de

Opuntia.
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Capitulo V. Grafia quimica preliminar de nopalitos de Opuntia ficus-indica (L.)

Mill. y O. streptacantha Lem.

Resumen

El género Opuntia Mill. y Mamillaria Haw., destacan por su gran diversidad y
distribucion més amplia en la familia Cactaceae. Los cladodios de Opuntia se emplean
en el tratamiento de enfermedades como diabetes, hipotensién e hipercolesterolemia, y
se han reconocido sus efectos benéficos anti-inflamatorios, antigenotdxicos,
neuroprotectores, inmunomoduladores, antivirales y antioxidantes. En nopalitos de
Opuntia se ha registrado la presencia de compuestos fendlicos (acidos fendlicos y
flavonoides), y de terpenoides en las flores. El objetivo de este estudio fue realizar la
grafia quimica preliminar de nopalitos de una especie silvestre (O. streptacantha) y una
domesticada (O. ficus-indica) mediante extracciones con disolventes de diferente
polaridad, para confirmar o descartar la presencia de cinco grupo de metabolitos. La
hipétesis fue que en los nopalitos de las variantes de ambas especies hay presencia de
acidos fendlicos y flavonoides, y de terpenoides en las flores. El estudio se realiz6 con
un modelo experimental completamente al azar con seis repeticiones, representadas
por un nopalito. Los nopalitos de 15 + 2.5 cm de longitud de las variantes Tuna Loca y
Cardona de O. streptacantha, y Atlixco y Rojo Vigor de O. ficus-indica se desespinaron,
liofilizaron y trituraron. De las muestras se obtuvieron extractos con agua, metanol o
diclorometano, a los cuales se les hicieron pruebas colorimétricas para reconocer la
presencia de alcaloides, fenoles, flavonoides, saponinas y terpenoides. Dicha presencia
se corroboré en cromatografia de capa fina. Las pruebas colorimétricas confirmaron la
presencia de fenoles en el extracto acuoso de O. streptacantha y en el de metanol de
ambas especies; en los extractos con metanol y diclorometano los terpenoides se
detectaron en ambas especies, y alcaloides en el de O. streptacantha. La
cromatografia en capa fina corrobor6 la presencia de fenoles, terpenos y flavonoides,
pero la de alcaloides se descartd. En conclusion, la presencia de fenoles, flavonoides y
terpenoides se reconocié en nopalitos de O. ficus-indica y de O. streptacantha; el
metanol fue el mejor disolvente de los fenoles y flavonoides del tejido, y el

diclorometano de los terpenoides. La presencia de terpenoides en los nopalitos destacé
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por la carencia de registros previos de su presencia en Opuntia. Se recomiendan

estudios especializados para identificar los compuestos de cada grupo en los nopalitos.

Palabras clave: Nopalitos, O. ficus-indica, O. streptacantha, fenoles, flavonoides,

terpenoides

113



Abstract

Opuntia Mill. and Mamillaria Haw. are the genus with the greater diversity and
distribution in the Cactaceae family. The Opuntia cladodes are used in the treatment of
diseases such as diabetes, hypotension and hypercholesterolemia and its anti-
inflamatory, anti-genotoxic, neuroprotective, immunomodulatory, anti-viral agents, and
antioxidant effects have been recognized. The presence of phenolic compounds
(phenolic acids and flavonoids) and terpenoids have been described in nopalitos and
flowers of Opuntia, respectively. The objective of this work was to conduct a
phytochemical fingerprinting in nopalitos of a wild (O. streptacantha) and the
domesticated one (O. ficus-indica) through extractions with solvents of different polarity
to confirm or rule out the presence of five group of metabolites. The hypothesis was that
in both species there are presence of phenolic acids, flavonoids and terpenoids. The
study was conducted in a completely randomized design with six replications,
represented by a nopalito. In nopalitos of 15 + 2.5 cm of length of the variants Tuna
Loca and Cardona of O. streptacantha and Atlixco and Rojo Vigor of O. ficus-indica
were removed the thorns, freeze-drying and ground. The metabolites were extracted
with water, methanol or dichloromethane. Colorimetric tests were performed to
determine alkaloids, phenols, flavonoids, saponins, and terpenes. Its presence was
confirmed by thin layer chromatography. The colorimetric tests confirmed the presence
of phenols in the aqueous extract of O. streptacantha and methanol in both species.
The terpenes were detected in methanol and dichloromethane extract in both species;
alkaloids were detected in dichloromethane extract in O. streptacantha. The thin layer
chromatography confirmed the presence of phenols, flavonoids and terpenes but the
alkaloids was discarded. In conclusion, the presence of phenols, flavonoids and
terpenoids were recognized in nopalitos of O. ficus-indica and O. streptacantha.
Methanol was the best solvent of phenols and flavonoids of tissue and dichloromethane
by the terpenoids. The presence of terpenoids in nopalitos highlighted by that it seems
to not be reports in the specializing literature about their presence in Opuntia. Studies

specialized are recommended to identify the compounds of each group in nopalitos.

Keywords: Flavonoids, nopalitos, O. ficus-indica, O. streptacantha, phenols, terpenoid.
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Introduccion

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos organicos que, en general, no
tienen funcién directa en el desarrollo de la planta (Taiz y Zeiger, 2010). La distribucion
de estos metabolitos esta restringida a ciertos grupos taxondémicos y tienen un rol
importante en la interaccion de estos organismos con su ambiente (Bourgaud et al.,
2001; Wink, 2003). Ademas, varios de ellos son responsables del color, apariencia,
aroma y sabor de los frutos y verduras (Tomas-Barberan y Robins, 1997). Los MS son
caracteristicas adaptativas que se han diversificado de manera evolutiva por seleccién
natural, en las plantas tienen algun papel en la proteccion contra virus, bacterias,
hongos, plantas competitivas y algunos herbivoros (Bourgaud et al., 2001; Wink, 2003).
Algunos MS tienen funciones fisioldgicas, como coadyuvantes en la movilizacion de
ciertos compuestos toxicos y como almacén de compuestos fenélicos (flavonoides), los
cuales a su vez pueden funcionar como protectores contra los rayos UV (Bourgaud et
al., 2001; Li et al., 1993; Wink, 1988 y 2003).

También se ha descrito que los compuestos fendlicos pueden actuar como
marcadores dinamicos (Kaundun y Lebreton, 2010; Valant-Vetschera et al., 2010). Al
respecto, Valant-Vetschera et al. (2010) incluyeron a los flavonoides en un estudio
comparativo intra- e inter-especifico y los relacionaron con caracteristicas morfolégicas
y taxondmicas; asi, mediante analisis de componentes principales y matriz binaria de
presencia o ausencia de dichos compuestos, diferenciaron al género Dionysia Fenzl. de
Primula L., ubicado filogenéticamente como un grupo anidado dentro del género
Primula.

En la familia Cactaceae Opuntia Mill. y Mamillaria Haw., son los géneros con
mayor diversidad y distribucion mas amplia en la familia Cactaceae (Anderson, 2001;
Reyes-Aguero et al, 2009). Los cladodios de Opuntia han sido empleados
tradicionalmente como medicinales para tratar una variedad de enfermedades,
particularmente diabetes e hipercolesterolemia. EI consumo de cladodios también ha
sido relacionado con otros efectos benéficos para la salud, incluyendo efectos anti-
inflamatorios,  cicatrizantes, antigenotoxicos, = neuroprotectores, hipotensores,
inmunomoduladores y antivirales para combatir el estrés oxidativo (Ahmad et al., 1996;
Dok-Go et al., 2003; Galati et al., 2003; Saleem et al., 2005; Zorgui et al., 2009). La
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capacidad antioxidante de extractos hidrofilicos de los cladodios también se ha
evaluado, y los fenoles y flavonoides se han identificado con este caracter quimico
(Corral-Aguayo et al., 2008; Lee et al., 2002).

Benson (1982) relacion6 los resultados del andlisis quimico de flavonoides en
cladodios de un afio de edad con los analisis morfologicos en algunas variantes del
Sureste de California, EE.UU., que pudieron haberse originado por la hibridacién de
especies nativas de porte bajo, como O. littoralis Engelm. y O. pheaecantha Engelm.,
con O. ficus-indica (L.) Mill., especie introducida desde México por los colonizadores
espafoles entre los siglos XVII y XVIII. El citado autor, observdé que algunos
flavonoides estaban solo en la especie introducida y otros en las nativas; esto permitio
comparar los compuestos en los hibridos y postular su procedencia.

En Opuntia se ha descrito la presencia de compuestos fendlicos en
concentraciones variables en dependencia de la especie, del 6rgano y del disolvente de
extraccion. Asi, en la cascara de la tuna de O. ficus-indica se cuantificé el contenido de
compuestos fendlicos mayor que en los cladodios, y la diferencias entre la cascara y
cladodio fue de 50 % mas concentracion de estos metabolitos en los cladodios
(Moussa-Ayoub et al., 2014). Los cladodios de O. ficus-indica, O. leucotricha DC., O.
lindheimeri Engelm., O. rastrera, O. robusta Wendl., O. streptacantha Lem. y de O.
undulata Griffiths también presentaron estos compuestos fendlicos (de 0.3 a 180.3 mg
equivalentes de &cido géalico [GAE] g, entre las siete especies) (Lee et al., 2002;
Santos-Zea et al., 2011). En un estudio entre variantes silvestres y cultivadas de
Opuntia spp. se obtuvo entre 2.0 y 20.0 mg GAE g en cladodios (Guevara-Figueroa et
al., 2010). En las flores de O. ficus-indica, O. stricta (Haw.) y O. microdasys (Lem.)
Pfeiff. también se ha documentado la presencia de fenoles (de 1.24 a 80.9 mg GAE g™*)
(Ammar et al., 2012; Chahdoura et al., 2014). En la pulpa de O. ficus-indica, O. dillenii
(Ker Gawl.) Haw., O. joconostle A. Web. y O. matudae Sheinvar se han detectado estos
compuestos en concentraciones de 0.4 a 72.3 mg GAE g™ (Abdel-Hameed et al., 2014;
Corral-Aguayo et al., 2008; Diaz-Medina et al., 2007; Moussa-Ayoub et al., 2007;
Morales et al., 2012; Osorio-Esquivel et al., 2011).

Del grupo de compuestos fendlicos, los flavonoides han sido ampliamente

estudiados en cladodios (Guevara-Figueroa et al., 2010; Lee et al, 2002
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Moussa-Ayoub et al.,, 2014; Saleem et al., 2006; Santos-Zea et al., 2011), flores
(Chahdoura et al., 2014) y frutos (Abdel-Hamed et al., 2014; Kuti, 2004; Lee et al.,
2002; Morales et al., 2012 y 2014; Moussa-Ayoub et al., 2014; Osorio-Esquivel et al.,
2011). En menor medida también se han documentado los acidos fendlicos en cladodio
(Guevara-Figueroa et al., 2010) y en fruto (Morales et al., 2014).

Los terpenoides se han cuantificado, en concentracion de 0.06 a 32.4 % con
respecto al total de metabolitos secundarios, en flores de O. ficus-indica en etapas
diferentes de desarrollo (Ammar et al.,, 2012). En la literatura especializada no se
encontré informacién de estos compuestos en ningun otro 6rgano de las plantas del
género Opuntia.

El analisis fitoquimico preliminar es una grafia general de metabolitos secundarios
presentes en una muestra vegetal generada mediante disolventes con diferente
polaridad, la cual permite agrupar en fracciones los metabolitos con semejanzas
estructurales y permitir su caracterizacion quimica, mediante reacciones quimicas
estandarizadas. En estas reacciones los cambios quimicos en algun grupo funcional de
la estructura del metabolito, propicia la pérdida o cambio de color, precipitacion de un
compuesto nuevo o el desprendimiento de gas (Rodriguez, 1997).

Aungue la presencia de acidos fendlicos y flavonoides se ha documentado en
cladodios de Opuntia, en la literatura especializada son inexistentes los registros de
alcaloides, terpenoides ni saponinas. El presente estudio tuvo por objetivo realizar la
grafia fitoquimica de nopalitos de dos variantes silvestres (O. streptacantha) y dos
domesticadas (O. ficus-indica), mediante la extraccién de compuestos con disolventes
con polaridad diferente (agua, metanol y diclorometano), y confirmar o descartar la
presencia de cinco grupos de metabolitos (alcaloides, fenoles, flavonoides, saponinas y
terpenos). La hipotesis fue que en los nopalitos de ambas especies estan presentes por
lo menos tres grupos de metabolitos, acidos fendlicos y flavonoides y, ya que se han

identificado en flores, terpenoides.

Materiales y métodos
Nopalitos de dos a tres semanas de edad, con 15 = 2.5 cm de longitud se cosecharon

de plantas cultivadas en condiciones de invernadero (Colegio de Postgraduados,
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Campus Montecillo, Edo. de México; 19°29’ LN, 98°53" LO; 2240 msnm y clima
Cb(wo)(w)(i")g, lluvias en verano e invierno frio y seco, de acuerdo con Garcia, 2004).
Las variantes estudiadas fueron Cardona y Tuna Loca de O. streptacantha, y Atlixco y
Rojo Vigor de O. ficus-indica. Para disminuir la probabilidad de presencia o ausencia
falsa de alguno de los grupos de metabolitos debida a la hora del dia, la cosecha se
realizd al amanecer (5:00) y al medio dia (12:00). Los nopalitos se desespinaron,
liofilizaron y trituraron en mortero hasta obtener un polvo fino.

Un gramo de muestra se coloco en tres series de tubos de ensaye, con triplicado,
y a cada una se le afadieron 10 mL de uno de tres disolventes (agua, metanol o
diclorometano). Los tubos se mantuvieron en un bafio ultrasénico (Leb, Surban,
Espafia) durante 15 min; luego se centrifugd durante 10 min a 4075 g. Del
sobrenadante de cada tubo se colocé 1 mL en cinco tubos y se usaron para las
pruebas de deteccion de los grupos de compuestos quimicos. Para determinar la
presencia de alcaloides se adicionaron tres gotas del reactivo Dragendorff. En esta
prueba la presencia de alcaloides se identifica por el desarrollo de una coloracion
marron (Shivaranjani et al., 2014). Para identificar la presencia de fenoles se
adicionaron tres gotas de cloruro férrico al 15 %; el desarrollo de coloracion verde
oscuro indica la presencia de compuestos fendlicos (Subramanian et al., 2015). La
presencia de flavonoides se detectd al mezclar 1 mL de extracto con unas gotas de
acido clorhidrico concentrado y un trozo de tira de magnesio; la formacion de espuma
rojiza indica la presencia de flavonoides (Shivaranjani et al., 2014). Para reconocer la
presencia de terpenos se evaporé el disolvente y se afadieron tres gotas de
cloroformo, tres gotas de anhidro acético y tres gotas de acido sulfurico concentrado a
cada tubo; el desarrollo de coloracion rosa-violeta confirma la presencia de este grupo
de compuestos (Shivaraniji et al., 2014). Las saponinas fueron detectadas al adicionar 2
mL de agua con agitacion constante por 5 min; la presencia de saponinas se confirma
cuando la espuma formada persiste por 15 min (Ayoola et al., 2008).

Con base en los resultados de presencia de grupos de compuestos, los extractos
se utilizaron para realizar pruebas de cromatografia en capa fina, con esto se
reconocieron algunos de los compuestos mas frecuentes. La mezcla de elusion para

los fenoles y flavonoides fue acetato de etilo y metanol (9:1) y se revelaron con cloruro
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férrico el primer caso y solucidon NP/PEG (natural products/polyethylene glycol reagent)
al 1 % el segundo grupo. Los flavonoides se observaron en una camara de luz
ultra-violeta. Los terpenoides se detectaron a través de una separacion con hexano y
acetato de etilo en una relacién 8:2. La placa se revel6 con vainillina al 1 % en etanol y

acido sulfurico, y se expuso a 110°C durante cinco minutos.

Resultados y discusion

Pruebas colorimétricas

La presencia de fenoles, terpenos y alcaloides fue reconocida en las pruebas
colorimétricas con los extractos obtenidos con los tres disolventes. La presencia de

flavonoides y saponinas fue negativa en todos los casos.

Fenoles

Los fenoles se detectaron en el extracto acuoso de las dos variantes silvestres (O.
streptacantha) y en los dos tiempos de cosecha. Este grupo de compuestos también se
detecto en los extractos con metanol del par de variantes silvestres de O. streptacantha
y de las dos domesticadas de O. ficus-indica para ambas horas de cosecha (Cuadro
5.1). La ausencia de fenoles en el extracto acuoso de los nopalitos de O. ficus-indica,
puede deberse a su polaridad baja. En contraste, los nopalitos silvestres contienen
fenoles diversos, con polaridades diferentes. Es decir, este resultado puede tomarse
como evidencia de composicion fendlica diferente, en los nopalitos de estas dos
especies.

Los resultados de este estudio relacionados con la presencia de compuestos
fendlicos en nopalitos de O. ficus-indica y en O. streptacantha, en los extractos con
metanol, coincidid con los de otros autores (Lee et al.,, 2002; Moussa-Ayoub et al.,
2014; Santos-Zea et al., 2011), para éstas y otras cinco especies. En contraste, ningln
registro fue localizado, en la literatura especializada, relacionado con la presencia de

estos compuestos en extractos acuosos de Opuntia spp.
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Cuadro 5.1 Presencia (+) y ausencia (-) de grupos de compuestos en extractos
obtenidos con agua, metanol y diclorometano de nopalitos de dos variantes
silvestres (O. streptacantha) y dos domesticadas (O. ficus-indica), cosechados a
las 5:00 y 12:00.

Hora de cosecha

Extractoy 5:00 12:00
grupo 0. ficus-indica 0. steptacantha 0. ficus-indica 0. streptacantha
Atlixco  Rojo Vigor Cardona  Tunaloca | Atlixco  Rojo Vigor Cardona TunaLoca
Acuoso
Alcaloides - - - -
Fenoles - - + + - - + +
Flavonoides
Terpenos
Saponinas
Metanol
Alcaloides -
Fenoles + + + + + + + +
Flavonoides - - - - - - - -
Terpenos + + + + + + + +
Saponinas
Diclorometano
Alcaloides - - + + - - + +
Fenoles
Flavonoides
Terpenos + + + + + + + +
Saponinas
Alcaloides

El grupo de los alcaloides se registro en los extractos de diclorometano, con coloracion
baja, uUnicamente en las variantes de O. streptacantha (Cuadro 5.1). Se ha
documentado la presencia de alcaloides en frutos de O. elatior Mill., pero sin especificar
el tipo de alcaloide presente (Ramyashree et al., 2012). Por su parte, EI-Moghazy et al.
(1982) documentan la presencia del alucinbgeno mescalina en cladodios de O.
ficus-indica, aunque Stintizing y Carle (2005) sefalan que la presencia de alcaloides en
Opuntia debe verificarse, ya que este grupo de compuestos es considerado
caracteristico de las cactaceas de porte globular, en particular de la tribu Cereeae de la

subfamilia Cactoideae. La mescalina también es uno de los 50 diferentes tipos de
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alcaloides registrados en el peyote (Lophophora williamsii (Lem. ex Salm-Dyck) J.M.
Coult.) (Kalam et al., 2013). Asi, con base en los resultados se requiere confirmar la
presencia de estos compuestos en otras variantes de O. ficus-indica y en especies
silvestres de Opuntia; ademas, debera realizarse la identificacion y cuantificacion de los

alcaloides que puedan presentarse en este género.

Terpenoides

Los terpenoides también se detectaron en el extracto obtenido con metanol de los
nopalitos de ambas especies (Cuadro 5.1). Este resultado también es sobresaliente,
pues actualmente los terpenoides se habian detectado Unicamente en las flores de O.
ficus-indica y O. stricta (Ammar et al., 2012). Asi, los resultados permiten sugerir la
conveniencia de confirmar la presencia de estos compuestos en los nopalitos de

Opuntia.

Cromatografia en capa fina

Para corroborar los resultados de las pruebas colorimétricas, se llevd a cabo la
separacion de compuestos mediante cromatografia en capa fina en fenoles en el
extracto generado con metanol, y en terpenoides en el extracto obtenido con
diclorometano, y con la finalidad de descartar la ausencia de flavonoides en las
variantes evaluadas (Cuadro 5.1); ya que, la presencia de flavonoides en los nopalitos
y cladodios desarrollados de nopal ha sido documentada recientemente con frecuencia
(Abdel-Hameed et al., 2014; Benayab et al., 2014; Guevara-Figueroa et al., 2010;
Morales et al.,, 2012; Saleem et al., 2006; Santos-Zea et al., 2011). La ausencia de
flavonoides en los nopalitos en este estudio podria ser aparente debido a su
concentracion menor que el nivel de sensibilidad de la prueba colorimétrica (Cuadro
5.1).

La placas cromatograficas (Figura 5.1) confirmaron la presencia de fenoles y
terpenos en los nopalitos de ambas especies (Cuadro 5.1). Ademas, con cromatografia
fue posible confirmar la presencia de flavonoides en las variantes de ambas especies
(Figura 5.1). Asi, se confirm6 que su concentracion es menor que la detectable por el

método colorimétrico, lo cual coincidié con lo publicado en la literatura (Abdel-Hameed
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et al., 2014; Benayab et al., 2014; Guevara-Figueroa et al., 2010; Morales et al., 2012;
Saleem et al., 2006; Santos-Zea et al., 2011) referente a su ubicuidad en el género
Opuntia.

FA FRV SC STL FA FRV SC STL FA. FRV SC STL
A) Flavonoides B) Fenoles C) Terpenoides

Figura 5.1 Placas cromatogréaficas con flavonoides (A) y fenoles (B) en el extracto
obtenido con metanol, y terpenoides (C) en el extracto generado con
diclorometano. FA y FRV: variantes Atlixco y Rojo Vigor de O. ficus-indica; SC y
STL: variantes Castillay Tuna Loca de O. streptacantha.

La longitud y continuidad de las bandas en las placas cromatogréaficas indica la
diversidad mayor de compuestos en los grupos de flavonoides y de terpenoides. La
diversidad del grupo de los fenoles fue notoriamente menor (Figura 5.1 B). La eficiencia
mayor del metanol para extraer los compuestos fendlicos fue documentada por Pinelo
et al. (2004) en pifiones (Pinus pinea L.), pero en almendras (Prunus amygdalus L.)
encontraron que el etanol fue mejor. Los autores citados indicaron que la eficiencia del
disolvente para extraer ese grupo de compuestos es dependiente de la especie, ya que
la solvatacion depende principalmente de la naturaleza quimica de los compuestos a

extraer, aunque las variaciones en la concentracion también pueden tener algun efecto.
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Conclusiones

La grafia fitoquimica permitid reconocer la presencia de fenoles y flavonoides en
nopalitos de O. ficus-indica y O. streptacantha. La presencia de terpenoides es
novedosa en nopalitos. La presencia de alcaloides Unicamente en los nopalitos
silvestres merece ser corroborada. EI metanol fue el disolvente mas adecuado para la
extraccion de los fenoles y flavonoides; para los terpenoides el diclorometano fue el
mas adecuado. Estudios detallados son necesarios para identificar y cuantificar los
componentes de cada grupo de compuestos en nopalitos.
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Capitulo VI. Variacion inter- e intraespecifica del contenido y tipo de acidos

fendlicos en nopalitos (Opuntia spp., Cactaceae)

Resumen

Los acidos fendlicos son el grupo principal de compuestos fendlicos y pueden ser
derivados del acido hidroxibenzoico, con estructura C6-C1 que incluye a los acidos
galico, p-hidroxibenzoico, vainillinico y siringico, o del acido hidroxicinamico, que es un
compuesto aromatico con una cadena lateral de tres carbonos (C6-C3), del que se
derivan los acidos cafeico, clorogénico, ferulico, p-coumarico y sinapico. Este estudio
tuvo como objetivo evaluar la variacion intra- e interespecifica del contenido y tipos de
acidos fendlicos en nopalitos (Opuntia spp.). La hipétesis fue que la variacion intra-
especifica de acidos fendlicos en los nopalitos del género Opuntia es menor que la
inter-especifica. En el estudio se emplearon nopalitos de 17.5 cm de longitud, de 15
variantes de las especies con mayor a menor grado de humanizacién O. albicarpa
Sheinvar, O. ficus-indica (L.) Mill., O. hyptiacantha A. Web., O. megacantha Salm-Dyck
y O. streptacantha Lem. Los extractos metandlicos de 0.5 g de tejido seco se
analizaron en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion. El disefio experimental
empleado fue completamente al azar con 15 tratamientos y tres repeticiones. Los
resultados se analizaron mediante ANDEVA y comparacion multiple de medias por
Tukey. En los nopalitos fueron identificados los acidos cafeico, p-coumarico,
clorogénico, ferulico, galico, p-hidroxibenzoico, siringico y vainillinico. Opuntia
ficus-indica tuvo el contenido mayor de acidos fendlicos y O. hyptiacantha el menor.
Los derivados del &cido hidroxibenzoico fueron los mas abundantes en los nopalitos; el
acido galico fue el mas abundante y el p-coumarico el de concentracion menor. La
variacion intra-especifica de acidos fendlicos en los nopalitos fue mayor en O. ficus-

indica.

Palabras clave: Acidos fendlicos, &acido hidroxibenzoico, &acido galico, &cido

p-coumarico, Opuntia.
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Abstract

Phenolic acids are the main group of phenolic compounds and they are derived from
the hydroxybenzoic acid, with structure C6-C1 that includes gallic, p-hydroxybenzoic,
siringic, and vainillinic acids; also they are derived from the hydroxycinamic acid, which
is an aromatic compound with a side chain of three carbons (C6-C3), which are derived
from caffeic, chlorogenic, ferulic, p-coumaric, and synapic acids. Aim of this study was
to evaluate the variation intra- e inter- specific content and types of phenolic acids in
nopalitos (Opuntia spp.). The hypothesis was that the intraspecific variation of phenolic
acids in nopalitos genus Opuntia is lower than the inter-specific one. In the study, were
used nopalitos of 17.5 cm in length of 15 variants the following species with greater to
less humanization degree of O. albicarpa Sheinvar, O. ficus-indica (L.) Mill., O.
hyptiacantha A. Web., O. megacantha Salm-Dyck y O. streptacantha Lem. Extracts
methanol of 0.5 g of dry tissue were analyzed in a high-performance liquid
chromatographic. The experimental design employed was a completely random with 15
treatments and three replications. The results were analyzed by ANOVA and multiple
comparisons of means by Tukey. In the nopalitos were identified caffeic, chlorogenic,
p-coumaric, ferulic, gallic, p-hydroxybenzoic, syringic, and vanillinic acids. Opuntia ficus-
indica had the higher content of phenolic acids and O. hyptiacantha the lower one. The
hydroxybenzoic acid derivatives were the most abundant in nopalitos; gallic acid was
the most abundant and the p-coumaric had the lower concentration. The intra-specific

variation of phenolic acids in nopalitos was higher in O. ficus-indica.

Keywords: p-coumaric acid, gallic acid, hydroxybenzoic acid, Opuntia, phenolic acids,
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Introduccién

Los compuestos fendlicos son el grupo de metabolitos secundarios con distribucién
mayor en el reino vegetal (Cheynier et al., 2013) y se caracterizan por tener al menos
un anillo aromatico con uno, dos o0 mas grupos -OH (Taiz y Seiger, 2010). Quideaeu et
al. (2011) sefialaron que el término “compuestos fendlicos vegetales” se refiere a los
metabolitos secundarios naturales biogenéticamente derivados de la ruta del
siquimato/fenilpropanoide, la cual produce directamente fenilpropanoides, o también de
la ruta del acetato/mevalonato, la cual puede producir fenoles simples. La ruta del acido
siquimico es la responsable de la mayoria de los compuestos fendélicos en plantas
superiores, y la del acido malénico es poco comun en ellas, pero mas importante en
bacterias y hongos. A partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpirtvico se inicia una
serie de reacciones que conducen a la sintesis de acido siquimico y de sus derivados
(amino &cidos aromaticos: fenilalanina, triptéfano y tirosina) (Figura 6.1) (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Figura 6.1 Ruta de biosintesis de los compuestos fenodlicos (Avalos y Perez-Urria,
2009).

Los &cidos fendlicos son el grupo principal de los compuestos fenodlicos y se
caracterizan por poseer al menos un acido carboxilico funcional (Zarra et al., 2012). Los
acidos fendlicos se dividen en derivados del acido hidroxibenzoico y del acido
hidroxicinamico (Proestos et al., 2012). En el primer grupo se incluyen los &cidos gélico,
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p-hidroxibenzoico, vainillinico y siringico, que tienen en comun la estructura C6-C1
(Edi-Soetaredjo et al., 2012). En plantas con o6rganos comestibles estos acidos se
encuentran en concentraciones bajas (< 10 pg g™ de peso fresco [PF]) (Proestos et al.,
2012).

Los acidos hidroxicinamicos son compuestos aromaticos con una cadena lateral
de tres carbonos (C6-C3), dentro de los cuales los acidos cafeico, ferulico, p-coumarico
y sinapico son los mas frecuentes (Edi-Soetaredjo et al., 2012). Estos &acidos se
encuentran en todas las partes comestibles de las plantas; de ellos el cafeico es el
acido fenolico mas abundante y puede llegar a representar entre 75 y 100 % de los
acidos derivados del hidroxicinamico en muchas frutas y verduras (Ignat et al., 2011,
Proteos et al., 2012). Recientemente, los acidos fendlicos han generado interés mayor
debido a su caracter antioxidante, anti-inflamatorio, anti-cancerigeno, antiviral,
antibacterial y vaso dilatante (Cheynier, 2005; Kuti, 2004; Mattila y Helltrom, 2007).

Rodriguez-Félix (1986) documentd que el contenido total de compuestos fendlicos
en cladodios de Opuntia spp. de los cultivares COPENA F1y V1 varia de 80 a 90 ug g™
PF. Guevara-Figueroa et al. (2010), en nopalitos de variantes comerciales y de
especies silvestres, detectaron la presencia de diversos acidos fendlicos, de los cuales
el 3,4-dihidroxi-benzoico (0.6-19.0 ug g* de materia seca: MS), 4-hidroxi benzoico
(5.0-47.0 pg g* MS), fertlico (5.5-348.0 ug g* MS) y salicilico (6.0-35.0 ug g* MS) se
presentaron en todas las variantes estudiadas mientras que el acido galico (6.0-24.0 ug
gt MS) y el p-coumarico (141-162 pg g* MS) sélo estuvieron en algunas variantes
silvestres.

El género Opuntia presenta la mayor diversidad y distribucion geogréafica de la
familia Cactaceae, después de Mamillaria (Anderson, 2001; Reyes-Aguero et al., 2009);
con un proceso de especiacion iniciado hace aproximadamente 7.5 millones de afios
(Arakaki et al., 2011), es un género que aun se encuentra en proceso de cambio
continuo y diferenciacion evolutiva (Griffiths, 2004; Labra et al., 2003; Majure et al.,
2012). Debido a lo anterior el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la variacion
intra- e inter- especifica del contenido y tipos de acidos fendlicos en nopalitos de

variantes de especies de Opuntia con distinto grado de humanizacién. La hipétesis fue
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que la variacion intra-especifica de acidos fendlicos en los nopalitos del género Opuntia

es menor que la inter-especifica.

Materiales y métodos

Nopalitos de dos a tres semanas de edad, con 15 = 2.5 cm de longitud se cosecharon
de plantas cultivadas bajo las mismas condiciones en un invernadero (Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Edo. De México; 19°29’ LN, 98°53" LO, 2240
msnm Yy clima Cb(w,)(w)(i")g, lluvias en verano e invierno frio y seco, de acuerdo con
Garcia, 2004). Las variantes y especies estudiadas fueron COPENA Z1, Naranjon
Legitimo y Villanueva de O. albicarpa Sheinvar; Atlixco, COPENA V1 y Rojo Vigor de
O. ficus-indica (L.) Mill.; Amarillo Olorosa, Memelo 1 y San Pedrefia de O. hyptiacantha
A. Web.; Amarillo Platano, Rojo Lirio y Rubi Reyna de O. megacantha Salm-Dyck;
Cardona, Cardona de Castilla y Tuna Loca de O. streptacantha Lem. Estas especies
fueron elegidas por poseer grado decreciente de humanizacién (Reyes-Aguero et al.,
2005).

Mediante pruebas preliminares se determind que el contenido de &cidos fendlicos
no se modifica por la hora de cosecha de los nopalitos; las muestras se cosecharon al
mediodia (12:00). Los nopalitos se desespinaron, liofilizaron y trituraron en mortero
hasta obtener un polvo fino.

A muestras de 0.5 g se le adicionaron 5 mL de metanol al 60 % en agua (v:v) y
1.25 mL de &cido clorhidrico 6 M. Las muestras se mantuvieron a 90°C durante 2 h en
bafio Maria, se centrifugaron a 4075 g por 10 min y se filtraron con acrodiscos de
membranas de nylon y poros de 0.45 um (Pall Corporation, Michigan, USA). Luego, se
inyectaron en un cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC Agilent
Technologies, modelo 1100, EE.UU.), equipado con un detector de arreglo de diodos,
inyector automatico (Agilent Technologies modelo 1200, EE.UU.) y columna de 125 por
4 mm de Nucleosil Nautilus 100-5 (Macherey-Nagel, Diren, Alemania). La fase movil
fue agua, con pH 2.5 ajustado con &cido trifluoroacético y acetonitrilo a 30°C, con flujo
de 1 mL por min. La deteccion se hizo a 280 nm. Como estandares se utilizaron los de
los &cidos cafeico, clorogénico, ferulico, galico, p-coumarico, p-hidroxibenzoico,

siringico y vainillinico de Sigma-Aldrich (EE.UU.).
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Los resultados fueron expresados en pg de compuesto por gramo de tejido seco
(ug g MS). El estudio se desarrollé con un disefio experimental completamente al
azar, con 15 tratamientos o variantes de nopal de cinco especies, y con tres
repeticiones. Una repeticion estuvo representada por un nopalito proveniente de
plantas distintas. A los datos de cada compuesto identificado se les determin6é su
normalidad, con base en el andlisis grafico de residuales y la prueba Shapiro-Wilks,
mediante el programa InfoStat (Version 2011e) (Balzarini et al., 2008; Di-Rienzo et al.,
2011). Las variables que lo necesitaron fueron transformadas para cumplir con el
requisito de normalidad. Los datos se sometieron a ANDEVA y comparacion multiple de
medias con la prueba de Tukey. Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete
estadistico SAS.

Resultados y discusion

Perfil cromatografico: identificacion de &cidos fendlicos

De los &cidos fendlicos detectados en los nopalitos, cuatro son derivados del acido
hidroxicinamico (acidos cafeico, clorogénico, ferulico y p-coumarico), y otros cuatro del
acido hidroxibenzoico (acidos gélico, p-hidroxibenzoico, vainillinico y siringico). Estos
ocho compuestos fueron identificados mediante los estandares disponibles (Figura 6.2)
en al menos una variante de las cinco especies; esto es, los compuestos identificados
fueron diferentes entre variantes y especies (Cuadro 6.1). Asi, los resultados indican
gue los nopalitos del género Opuntia son ricos en acidos fendlicos.

De los dos grupos de éacidos fendlicos los derivados del acido hidroxicinamico
fueron los mas comunes en los nopalitos, pues los acidos cafeico y ferulico estuvieron
presentes en las 15 variantes; en contraste, del grupo derivado del acido
hidroxibenzoico unicamente el acido siringico se identifico en todas ellas (Cuadro 6.1).

El acido p-coumaérico, otro integrante del grupo derivado del &cido hidroxicindmico,
aunque estuvo presente en las cinco especies y en 87 % de las variantes, en 54 % de
éstas solo se detectaron trazas del compuesto. También, sobresalié que el acido
p-coumarico estuviera en las tres variantes de O. ficus-indica, la especie con grado
mayor de domesticacion, pero ausente en las variantes de O. hyptiacantha (Amarilla

Olorosa y San Pedrefia) o sélo en cantidades traza (Memelo). Asi, en 67 % de las
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variantes de O. albicarpa, O. megacantha y O. streptacantha la presencia de acido
p-coumarico fue suficientemente baja para considerarla como trazas del compuesto

(Cuadro 6.1).
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Figura 6.2 Cromatogramas tipicos de los &cidos fendlicos identificados por HPLC en
nopalitos de Opuntia spp. A) COPENA V1 de O. ficus-indica; B) Rojo Lirio de O.

megacantha.
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Cuadro 6.1 Acidos fendlicos detectados en nopalitos de 15 variantes de cinco especies

de Opuntia.
. Acido fendlico *
Variante
Caf Cou Clo Fer Gal Hid Sir Vai
0. albicarpa
COPENAZ1 +++ T Nd +H+ Nd Nd HHt ot
Naranjon Legitimo +++ T +++ +++ Nd +HE 4
Villanueva +++ +++ +++ +++ +++ +H+ +H+
0. ficus-indica
Atlixco +4+ +4+ +4+ +++ +++ ++ ++ Nd
COPENA V1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ Nd
Rojo Vigor +4+ +4+ +4+ +++ +++ ++ ++ +++
0. hyptiacantha
Amarilla Olorosa +++ Nd Nd +++ Nd Nd +++ T
Memelo 1 +++ T +++ +++ +++ Nd 4+ Nd
San Pedrefia +++ Nd +++ +++ Nd T +++ +++
0. megacantha
Amarillo Platano +++ T +++ +H+ Nd T +H+ +++
Rojo Lirio +++ T +++ +++ +++ T +++ Nd
Rubi Reyna +H+ +H+ +H+ +H+ +H+ +H+ +++
0. streptacantha
Cardona +++ T +H+ +++ Nd Nd +H+ 4+
Cardona de Castilla +++ +++ +++ +++ +++ +H+ Nd
Tuna Loca ++t T Nd ++t Nd e

+ Caf, cafeico; Cou, p-coumarico; Clo, clorogénico; Fer, ferdlico; Gal, gdlico; Hid, p-hidroxibenzoico;
Sir, siringico; Vai, vainillinico. +++, compuesto detectado; T, trazas del compuesto; Nd, no detectado.

El acido clorogénico estuvo presente en 80 % de las variantes estudiadas (12) y
en al menos dos variantes de cada especie; las excepciones, donde estuvo ausente

fueron COPENA Z1, Amarilla Olorosa y Tuna Loca de O. albicarpa, O. hyptiacantha y
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O. streptacantha, respectivamente. Es decir, Unicamente dos especies (O. ficus-indica,
con humanizacién mayor, y O. megacantha, con humanizacion intermedia), 40 % de las
incluidas en el estudio, presentaron acido clorogénico en todas sus variantes (Cuadro
6.1).

Entre los compuestos del grupo del acido hidroxibenzoico, el acido galico se
detecto sélo en 53 % de las variantes incluidas en el estudio, pero en al menos una
variante por especie; asi, este fue el acido fendlico menos frecuente entre especies y
variantes. Sin embargo, en las tres variantes de O. ficus-indica estuvo presente este
acido fendlico (Cuadro 6.1).

El 4cido p-hidroxibenzoico se detectd en las cinco especies, pero sélo en 73 % de
las variantes y, de éstas, 27 % presentaron solo trazas. Sobresalié que en dos de las
variantes (Amarilla Olorosa y Memelo 1) de O. hyptiacantha no se detectdé este
compuesto y solo trazas en una de ellas (San Pedreia); es decir, el acido
p-hidroxibenzoico fue menos frecuente en esta especie. También sobresalié que este
acido fuera detectado en las tres variantes de O. ficus-indica (Cuadro 6.1).

El acido vainillinico estuvo presente en 66 % de las variantes, pero Unicamente en
O. albicarpa ocurrié en el 100 % de sus variantes (Atlixco y COPENA V1), y en las
variantes de O. ficus-indica no se detecto este acido fendlico. En 33 % de las variantes
de O. hyptiacantha, O. megacantha y O. streptacantha tampoco se detectd este
compuesto (Cuadro 6.1).

Los acidos fendlicos detectados coincidieron parcialmente con los encontrados
por Guevara-Figueroa et al. (2010) en nopalitos de variantes de especies silvestres y
domesticadas, ya que en el presente estudio también se registrd la presencia de los
acidos clorogénico, siringico y vainillinico. La presencia de &cido salicilico no se
comprobd en el presente estudio por la falta del estandar respectivo. En flores y frutos
también se ha detectado el acido galico (Abdel-Hammed et al., 2014) y derivados de
los acidos cafeico, p-coumarico, ferulico y siringico (Benayad et al., 2014; Chahdoura et
al., 2014).
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Contenido de acidos fendlicos

El contenido total de los acidos fendlicos evaluados mostro un gradiente entre las
especies, en el siguiente orden O. hyptiacantha < O. albicarpa < O. megacantha < O.
streptacantha < O. ficus-indica, en el que la especie con grado mayor de domesticacion
tuvo hasta 4.5 veces el contenido de la especie con menos éacidos fendlicos (O.
hyptiacantha) (Figura 6.3). Asi, pareciera que este atributo carece de relacion directa
con la humanizacién de las especies estudiadas, pero podria estar vinculado con su

taxonomia.
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Figura 6.3 Proporcion de acidos fendlicos en nopalitos de cinco especies de Opuntia,

+ error estandar; n = 9.

Los &cidos fendlicos derivados del acido hidroxibenzoico presentaron una
tendencia parcialmente similar a los totales, pues O. albicarpa presenté concentracion
similar a O. megacantha y O. streptacantha, y O. ficus-indica presento seis veces el

contenido de la especie con menos concentracion (O. hyptiacantha) (Figura 6.3).
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Los contenidos de acidos fendlicos derivados del &cido hidroxicindmico en O.
albicarpa fueron similares a los de O. hyptiacantha, y los de O. streptacantha fueron
cuatro veces los correspondientes a la especie con los contenidos menores (O.
albicarpa) (Figura 6.3).

En general, el contenido de los acidos fendlicos derivados del hidroxibenzoico fue
significativamente mayor que el de los derivados del acido hidroxicinamico; la
excepcion al respecto correspondié a O. hyptiacantha donde ambos contenidos fueron
similares (Figura 6.3).

Las concentraciones de &cidos fendlicos totales en O. ficus-indica (86.87 pg g*
MS; Figura 6.3), cuantificadas en este estudio fueron inferiores a las registradas por
Guevara-Figueroa et al. (2010) para nopalitos de la misma especie (95 pug g* MS).
Aunque no hay registros en la literatura sobre cada grupo de &cidos fendlicos en
nopalitos, si los hay en flores y frutos de Opuntia spp.; en estas estructuras se observo
riqgueza mayor del grupo de los acidos hidroxicinamicos (cafeico, ferulico, p-coumarico,

sinapico y clorogénico) (Benayad et al., 2014).

Acido cafeico

El contenido de acido cafeico varié sin diferencias significativas (p > 0.05) entre las
especies (de 1.76 a 5.36 ug g* MS) (Cuadro 6.2). En contraste entre las 15 variantes
las diferencias detectadas si fueron significativas (p < 0.05) y las concentraciones
mayores (13.53 pg g* MS en COPENA V1 de O. ficus-indica) fueron hasta diez veces
superiores que las menores (1.29 a 2.37 pg g * MS en Naranjon Legitimo y COPENA
Z1 de O. albicarpa, Atlixco de O. ficus-indica y Rojo Lirio y Rubi Reyna de O.
megacantha). Las diferencias intraespecificas en el contenido de &acido cafeico no
fueron significativas, con excepciéon de COPENA V1 de O. ficus-indica con hasta tres

veces mas que las otras variantes de la misma especie (Figura 6.4 A).
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Cuadro 6.2 Contenido de acidos fenélicos (ug g* MS) en nopalitos de cinco especies

de Opuntia con distintos grados de humanizacion.

Acido fendli Especie*
clo 1enolico O. streptacantha  O. hyptiacantha  O. megacantha  O. albicarpa  O. ficus-indica

Cafeico 513a 425a 2.24a 176 a 536 a
Clorogénico 26.49a 5.08b 7.57hb 5.00b 12.94 ab
p-coumarico 0.05a 0.04a 0.06 a 0.03a 0.12a
Ferdlico 192a 156 a 2.16a 1.66 a 2.09a
Galico 3461a 2307 a 20.53 a 36.00 a 38.96 a
p-hidroxibenzoico 0.56 a 0.08 a 0.14a 0.48a 1.84a
Siringico 8.15ab 2.34b 4.75 ab 4.46 b 1399 a
Vainillinico 19.02 ab 0.11b 7.79 ab 7.44 ab 24.30a

*Filas con la misma letra indican similitud estadistica (p < 0.05), n = 9.

El acido cafeico es uno de los mas abundantes en el reino vegetal y se tienen
registros de que puede representar entre el 75 y 100 % del contenido total de &cidos
hidroxicinamicos, concentrados principalmente en la cascara de frutas, i.e. albaricoque
(Prunus armeniaca L.), ciruela (Prunus domestica L.), mango (Mangifera indica L.),
manzana (Malus domestica Borkh.), pera (Pirus communis L.) y uva (Vitis vinifera L.),
en frutos subterraneos de almacenamiento, i.e. camote (Ipomoea batatas (L.) Lam.) y
papa (Solanum tuberosum L.), verduras como la berenjena (Solanum melongena L.) y
en semillas de café (Coffea arabica L.) (Proestos et al., 2012). El acido cafeico es
reconocido por su efecto antioxidante, su potencial para ralentizar la inflamacion y

contra el dafio endotelial (Valero-Navarro et al., 2011).

Acido clorogénico

El contenido medio de acido clorogénico presentd diferencias interespecificas
significativas (Cuadro 6.2). Este acido fenolico en la especie O. streptacantha (26.49 ug
g’ MS) reconocida como silvestre, y en O. ficus-indica (12.94 pg g* MS), con el grado
de domesticacion mayor, fue mas abundante que en las otras especies, las cuales no

presentaron diferencias significativas entre si (p > 0.05).
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Figura 6.4 Contenido medio de acidos cafeico (A) y clorogénico (B) en nopalitos de
variantes de cinco especies de Opuntia, + error estandar; n = 3 (* Cardona de
Castilla).
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La diferencia intraespecifica fue mayor entre las dos variantes de O. streptacantha
para el acido clorogénico (cuatro veces mayor en Cardona respecto a Cardona de
Castilla). También hubo diferencias entre las variantes de las otras especies pero
aunque fueron significativas, fueron mucho menores que en O. streptacantha (Figura
6.4 B). Ademas, la proporcion media de este compuesto representd 28 % del total de
los acidos fendlicos en los nopalitos de O. streptacantha y en las otras cuatro especies
fluctud entre 9 % en O. albicarpa y 13 % en O. ficus-indica (Cuadro 6.2).

La identificacion y cuantificacion del &cido clorogénico en los nopalitos del 80 %
de las variantes es destacable, pues se carece de antecedentes sobre presencia de
este compuesto en Opuntia en la literatura especializada.

Varios autores han documentado las propiedades antioxidantes de algunas
hortalizas, i.e. la cascara del jitomate (Solanum lycopersicum L.) que contienen acido
clorogénico libre (Nara et al., 2006). Otros autores han encontrado efectos
antimicrobianos bajos o nulos de este compuesto (Giada, 2012; Wen et al., 2003), por
lo que este &cido fendlico podria participar principalmente en el control de los dafios
oxidativos y no en el control de enfermedades originadas por bacterias. Lo que podria
explicar su mayor concentracion en la especie silvestre (O. streptacantha).

Acido p-coumarico

El 4cido p-coumarico fue el acido fendlico menos abundante en los nopalitos (0.03 a
0.12 pg gt MS) y sin diferencias significativas entre las especies (Cuadro 6.2).
Ademas, las diferencias (p < 0.05) dentro de las especies fueron poco frecuentes, pues
soOlo en tres de ellas una de sus variantes present6 contenido mayor de este compuesto
gue las otras dos variantes (Figura 6.5 A).
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Figura 6.5 Contenido medio de acidos p-coumarico (A) y ferdlico (B) en nopalitos de
variantes de cinco especies de Opuntia, + error estandar; n = 3 (* Cardona de

Castilla).
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El contenido de &cido p-couméarico cuantificado en los nopalitos de las 15
variantes (Figura 6.5 A) fue menor que el registrado en nopalitos silvestres con
tonalidades purpureas de O. robusta Wendl. (141 a 162 pg g*) (Guevara-Figueroa et
al.,, 2010). Saleem et al. (2006) registraron la presencia de este compuesto en
cladodios de O. ficus-indica var. Saboten, pero sin indicar la concentracién del
compuesto.

El acido p-coumarico actua como regulador del desarrollo rizobial (Seneviratne y
Jayasinghearachchi, 2003), y esta asociado a la pared celular donde actia como
enlace entre los polisacaridos (Zarra et al., 2012). Posiblemente en Opuntia bajo
condiciones de estrés hidrico se incremente su concentracion ya que se ha
documentado un incremento en la concentracion de polisacaridos en estas condiciones
(Garcia, 2007). Sin embargo, serdn necesarios estudios especializados que
comprueben este supuesto. Estudios diversos han mostrado que este acido en los
alimentos previene la oxidacion de lipoproteinas de densidad baja y la aterosclerosis
(Cheng et al., 2007; Giada, 2012).

Acido ferdlico

El contenido de &cido ferulico fue uno de los mas homogéneos entre las especies (p >
0.05; 1.56 a 2.16 pg g* MS) (Cuadro 6.2), y entre variantes de las especies, ya que
so6lo entre las de O. ficus-indica hubo diferencias significativas (Figura 6.5 B).

Las concentraciones de acido ferulico de los nopalitos del presente estudio fueron
menores a las publicadas por Guevara-Figueroa et al. (2010), de 5.6 a 19.6 pg g* MS
en variantes cultivadas y de 7.7 a 347.7 pug g* MS en variantes silvestres. Este
compuesto también fue detectado por Saleem et al. (2006) en cladodios de O. ficus-
indica var. Saboten, aunque sin precisar el contenido, y en flores de O. ficus-indica se
registraron sus derivados (Benayab et al., 2014). El &cido ferdlico ha sido asociado con
propiedades desinflamantes, como antidiabético y neuroprotector, y se tiene
conocimiento de que es un antioxidante potente que previene en la planta dafios

celulares, por su efecto protector contra los rayos UV (Srinivasan et al., 2007).
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Acido galico

El acido galico fue el acido fendlico mas abundante de los ocho evaluados en los
nopalitos (20.53 a 38.96 pg g’ MS), pero sin diferencias significativas entre las
especies (p > 0.05) (Cuadro 6.2). Debido a que este compuesto estuvo ausente en 47
% de variantes de las cinco especies de Opuntia, la variabilidad intraespecifica no se
detectd, con excepcion de O. ficus-indica que present6é contenido similar  (p > 0.05)
entre sus tres variantes (Figura 6.6 A). Guevara-Figueroa et al. (2010) registraron en
nopalitos de O. ficus-indica, O. leucotricha y O. robusta icontenidos inferiores de acido
gélico (6.4 a 23.7 ug g*) a los obtenidos en este estudio.

Los resultados de estudios in vivo e in vitro han permitido reconocer que el acido
galico puede actuar como antioxidante, y entre sus efectos probables esta el control de
la obesidad y la diabetes (Glick, 1981; Hsu et al., 2007). Otros estudios demostraron
gue el acido galico inhibid el desarrollo de pre-adipocitos e indujo la apoptosis en esas
células (Hsu y Yen, 2006; Ross et al., 2000). Por lo anterior, las variantes de O. ficus-
indica, especie con distribucion amplia y nivel de humanizacibn mayor, pueden

considerarse como fuente rica de este compuesto.

Acido p-hidroxibenzoico

El contenido medio de &cido p-hidroxibenzoico (0.08 a 1.84 pg g' MS) fue
estadisticamente similar entre las especies (Cuadro 6.2). La variabilidad intraespecifica
fue baja; Unicamente en O. ficus-indica, Atlixco tuvo contenido significativamente mayor
(p = 0.05) que las otras variantes de esta especie. Ademas, Atlixco sobresalié porque
su contenido de acido p-hidroxibenzoico fue en promedio tres veces mayor que el de
las otras dos variantes de O. ficus-indica (Figura 6.6 B).

Las concentraciones de acido p-hidroxibenzoico en los nopalitos en este estudio
(Cuadro 6.2; Figura 6.6 B) fueron varias veces menores que las publicadas por
Guevara-Figueroa et al. (2010), quienes registraron desde 5.0 hasta 47.2 pug g* en
nopalitos de diversas especies. Este compuesto se ha descrito como un antioxidante
en kiwi (Actinidia deliciosa A. Chev.) (Fiorentino et al., 2009).
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Figura 6.6 Contenido medio de acidos galico (A) y p-hidroxibenzoico (B) en nopalitos

de variantes de cinco especies de Opuntia, + error estandar; n = 3 (* Cardona de

Castilla).
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Acido siringico

En el contenido de acido siringico hubo diferencias interespecificas significativas (p <
0.05), una de las especies que se considera silvestre, O. hyptiacantha, y una de las
mas humanizadas, O. albicarpa, tuvieron el contenido menor de este acido (en
promedio 3.4 pg g' MS); en contraste, la otra especie muy humanizada (O.
ficus-indica) mostrd un contenido cuatro veces superior (Cuadro 6.2).

El contenido medio de acido siringico dentro de las especies en tres de ellas (O.
streptacantha, O. hyptiacantha y O. ficus-indica) fue estadisticamente similar (p > 0.05).
En contraste, en las otras dos especies, Unicamente una de sus variantes se diferencio
por su contenido significativamente alto de acido siringico (Figura 6.7). Estos resultados
indican que el contenido de acido siringico inter e intraespecifico es poco variable. Esta
informacion es destacable porque en nopalitos de Opuntia no hay registro previo de la
presencia de este compuesto; sin embargo, su presencia si se ha documentado en
flores de O. ficus-indica (Benayad et al., 2014). El estudio de Fernandez et al. (1996)
mostré que el acido siringico tiene efecto antibacterial. Otro estudio mostré que este
compuesto tuvo efecto discreto o nulo como antioxidante (Papadopoulos y Boskou,
1991).
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Figura 6.7 Contenido medio de &acido siringico en nopalitos de variantes de cinco

especies de Opuntia, + error estandar; n = 3 (* Cardona de Castilla).

Acido vainillinico

El contenido medio de &cido vainillinico presentd diferencias significativas (p < 0.05)
entre especies. Los contenidos de este &cido en los nopalitos variaron de 0.11 pg g*
MS en O. hyptiacantha, una de las especies con grado menor de humanizacion, a
24.30 ug g* MS en O. ficus-indica (Cuadro 6.2).

La variacion intraespecifica del contenido de acido vainillinico fue notablemente
amplia. Ademas de que este acido fendlico estuvo ausente en una o dos variantes de
cuatro de las cinco especies, en una se present6 solo en trazas y las concentraciones
suficientes para detectarlos variaron de 0.03 a 1.89 pg g* MS, en Amarilla Platano de

0. megacantha, a 35.76 pg g* MS en Tuna Loca de O. strepacantha (Figura 6.8).
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Como en el caso del acido siringico, los estudios con el acido vainillinico han
mostrado que carece de efecto antioxidante, pero si muestra efecto antibacteriano
(Fernandez et al., 1996; Papadopoulos y Boskou, 1991). Otro aspecto sobresaliente fue
gue la presencia de acido vainillinico en los tejidos de plantas del género Opuntia no
estd documentada en la literatura especializada. Asi, parece pertinente conocer el
papel de este acido fendlico en la fisiologia de la planta y en la salud humana a través

de estudios detallados.
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Figura 6.8 Contenido medio de acido vainillinico, + error estandar, en nopalitos de
variantes de cinco especies de Opuntia. (A) Variantes con contenidos menores
que 0.2 pg g* MS; (B) Variantes con contenidos menores que 40 ug g* MS
(n=3).

La presencia de derivados del acido hidroxibenzoico en tejidos vegetales en
ambientes aridos podria deberse en parte a la irradiacion solar. Este factor abiético
tiene incidencia en el proceso evolutivo y adaptativo de las especies (Nobel, 1988). La
presencia de los derivados del acido hidroxibenzoico se ha relacionado con los
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mecanismos antioxidantes de las plantas para tolerar ambientes con estrés abidtico,
como el generado por temperaturas extremas (Horvarth et al., 2007), restriccion de
humedad (Galieni et al., 2015) y periodos prolongados de exposicion a la luz solar
(Carvalho et al., 2010). Al respecto, Horvarth et al. (2007) encontraron en trigo que el
incremento en el contenido de acidos fendlicos se correlaciona con la capacidad mayor
de la planta a sobrevivir en condiciones de sequia y temperaturas bajas. Por su parte,
Carvalho et al. (2010), en un estudio realizado en plantas de Ipomoea batatas (L.)
Lam., encontraron que en plantas expuestas a fotoperiodos de 16 h durante 10 d el
contenido de los derivados del acido hidroxibenzoico fue tres veces mayor que el de las
plantas sometidas a fotoperiodos de 8 h, y fue hasta 12 veces mayor después de 30 d
de haber sido sometida la planta a 16 h de luz; por ello, estos autores concluyeron que
los &cidos hidrozibenzoicos se relacionan con la proteccion de la planta a regimenes
prolongados de luz. En Opuntia parece que los estudios de la funcién fisiolégica de
estos compuestos son inéditos por lo que son necesarios estudios en los que se
evallen las modificaciones, sintesis y acumulacion de los acidos fendlicos en reaccién
a los factores ambientales aislados y en conjunto. Ello sera un reto para los
especialistas debido a la cantidad de especies y variantes, a los niveles distintos de
humanizacion en los que se encuentran y a los climas diversos donde se desarrollan
las plantas de este género.

Por otro lado, los derivados del acido hidroxicinamico se han identificado como
metabolitos relacionados con la proteccion de las plantas contra patdgenos, pues estan
involucrados en la estructura y composicion de la pared celular (Benayad et al., 2014).
La presencia de algunos de estos compuestos se han documentado en las flores de
Opuntia; por lo que la evidencia en este estudio de su presencia en nopalitos (Cuadros
6.1y 6.2) es un precedente para investigaciones futuras. En las especies identificadas
en los extremos de un gradiente de humanizacién, O. ficus-indica, con el grado mayor
de domesticacion, y O. streptacantha, una de las mas silvestres (Garcia-Nava et al.,
2015; Lopez-Palacios et al., 2015; Reyes-Aguero et al., 2005), en promedio también se
presentaron los contenidos extremos del total de los derivados del acido
hidroxicinamico de las cinco especies. Lo anterior sugiere que durante el proceso de

seleccion humana, en O. ficus-indica se redujo o elimin6é la produccién de estos
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compuestos, en parte probablemente debido a que sus variantes son utilizadas como
hospederas para la cria de la cochinilla (Dactylopius coccus Costa), de la cual se
obtiene el tinte de grana. Al respecto, los aspectos historicos descritos por
Chavez-Moreno et al. (2009) indican que la domesticacion de D. coccus y el desarrollo
de cultivares de O. ficus-indica sucedieron de manera simultanea en regiones de la
cultura Tolteca. Sin embargo, seran necesarios estudios detallados para comprobar o
rechazar el supuesto de que la composicion quimica de las variantes interfiere en la
infestacion de D. coccus. Las diferencias en presencia y contenido de acidos fendlicos
en las variantes de O. ficus-indica con respecto a las de especies silvestres puede
deberse también a los procesos de seleccién durante la humanizacion dirigida a la
eliminacion de las espinas (Reyes-Aguero et al., 2005), a la produccion de nopalitos o

tunas y al cambio de ambiente, de silvestre a humanizado.

Conclusiones

Se reconocié la presencia de ocho tipos de acidos fendlicos, aunque su distribucién
entre las especies y sus variantes fue diversa. Por primera vez se documenta la
presencia de los acidos clorogénico, siringico y vainillinico en nopalitos de Opuntia. Los
nopalitos de O. ficus-indica tienen la concentracion menor de &cidos fendlicos
derivados del acido hidroxicinamico, y los de O. hyptiacantha la menor. Con excepcion
del acido vainillinico, los acidos fendlicos estan presentes en el 100 % de las variantes
de O. ficus-indica evaluadas. De los ocho acidos fendlicos caracterizados en el estudio,
el &cido galico fue el mas abundante en los nopalitos de las cinco especies estudiadas,
y el acido p-coumarico fue el menos abundante; los acidos cafeico, feralico y siringico
fueron comunes a todas las variantes de las cinco especies. Se sugieren estudios
detallados en los que se evalle el efecto que estos compuestos que puedan tener en la
planta y en su interaccion con factores abioticos y bioticos, y su posible efecto en la
fisiologia de los consumidores. La variacion intra-especifica de &cidos fendlicos en los

nopalitos fue mayor en O. ficus-indica.
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Capitulo VII. Variacion inter- e intraespecifica de flavonoides en nopalitos

(Opuntia spp., Cactaceae)

Resumen

Los flavonoides forman un grupo amplio de productos naturales presentes en diversos
tejidos vegetales, dentro de las células y en la superficie de los 6rganos de las plantas.
Se sintetizan por la ruta de los fenilpropanoides; entre sus funciones biolégicas esta la
proteccion contra radiacion UV vy fitopatdogenos, sefalizacion durante la nodulacion,
fertilidad del polen, transporte de las auxinas y coloracion de las flores que favorece la
atraccion de polinizadores. Los flavonoides ya han sido estudiados en cladodios, flores
y frutos del género Opuntia, pero el objetivo de este estudio fue evaluar las diferencias
intra- e interespecificas de flavonoides en nopalitos (Opuntia spp.). La hipotesis fue que
la variacion intraespecifica de flavonoides en los nopalitos del género Opuntia es menor
gue la inter-especifica. En el estudio se emplearon nopalitos de 17.5 cm de longitud, de
15 variantes de O. albicarpa Sheinvar, O. ficus-indica (L.) Mill., O. hyptiacantha A.
Web., O. megacantha Salm-Dyck y O. streptacantha Lem. Los extractos metandlicos
de 0.5 g de tejido seco se analizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion.
El disefio experimental empleado fue completamente al azar con 15 tratamientos y tres
repeticiones. Los resultados se analizaron mediante ANDEVA y comparacion mdultiple
de medias de Tukey. Sobresalid la presencia de apigenina en los nopalitos, lo cual es
novedoso en la literatura especializada. Entre especies no se detectaron diferencias
significativas (p > 0.05) en apigenina ni en rutina; y aunque tampoco hubo diferencias
significativas en el contenido de isoramnetina y quercetina, el primer flavonoide estuvo
ausente en O. hyptiacantha y el segundo en O. streptacantha y O. megacantha. Las
especies si difirieron en el contenido total de esos cuatro flavonoides; O. ficus-indica, la
especie con grado mayor de humanizacion, tuvo la concentraciéon mayor (23.3 pug g*
MS) y O. megacantha la menor (9.3 pug g* MS). La quercetina fue mas abundante en
los nopalitos de O. albicarpa (70 %), O. ficus-indica (50 %) y O. hyptiacantha (80 %), la
isoramnetina en O. streptacantha (71 %), y la rutina en O. megacantha (51 %). Las

diferencias intraespecificas fueron diversas para cada flavonoide y cada especie.
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Abstract

Flavonoids are a large group of natural products and are found in various plant tissues,
inside the cells and on the surface of plant organs. They are synthesized by the route of
the fenilpropanoids. Flavonoids have different biological functions that include protection
against UV radiation and phytopatogens, signaling in nodulation, pollen fertility,
transport of auxins, and providing colored flowers to attract pollinators. Flavonoids have
been studied in cladodes, flowers, and fruits of Opuntia. The objective was to assess
the differences intra- and inter- specific of flavonoids in nopalitos (Opuntia spp.). The
hypothesis was that the variation intra-specific of flavonoids in nopalitos genus Opuntia
is lower than the inter-specific. In the study, were used nopalitos of 17.5 cm in length of
15 variants of O. albicarpa Sheinvar, O. ficus-indica (L.) Miller, O. hyptiacantha A. Web.,
O. megacantha Salm-Dyck y O. streptacantha Lem. Methanolic extracts of 0.5 g of dry
tissue were analyzed by high-performance liquid chromatography. The experimental
design employed was a completely random with 15 treatments and three replications.
The results were analyzed by ANOVA and multiple comparisons of means by Tukey.
The presence of apigenin stood out in nopalitos, because in the specialized literature
had not documented. Among the species were not detected significant differences (p >
0.05) in apigenin and rutin; although there were no significant differences in the content
of quercetin and isoramnetin, the first flavonoid was absent in O. hyptiacantha and the
second in O. streptacantha and O. megacantha. Species differed in the total content of
these four flavonoids and O. ficus-indica, species with higher degree of domestication,
had the highest concentration (23.3 ug g* DM) and O. megacantha the lower (9.3 pg g*
DM). Quercetin was the flavonoid more abundant in nopalitos of O. albicarpa (70 %), O.
ficus-indica (50 %) and O. hyptiacantha (80 %), isorhamnetin in O. streptacantha and
rutin in O. megacantha (51 %). Intravarietales differences were different for each type of

flavonoid and each species.

Keywords: apigenin, flavonoid, isorhamnetin, nopalitos, Opuntia, quercetin, rutin.

159



Introduccion

La palabra flavonoide viene del latin "flavus” y significa "amarillo”. El grupo de
compuestos identificados como flavonoides incluye numerosos compuestos
polifendlicos caracterizados por una estructura benzo-y-pirano; en las plantas
vasculares estan distribuidos ampliamente y se encuentran en forma libre o unidos
pues azucares formando heterdsidos (glucosidos). En los flavonoides se incluyen todos
los compuestos fendlicos con estructura basica de 15 carbonos (Figura 7.1),
organizados en tres anillos: dos bencénicos (con seis carbonos: A y B), unidos con un
heterociclico (C, en la Figura 7.1), el cual puede ser pirano o pirona (si tiene un doble
enlace en la posicion 4). En plantas se han descrito varios miles de flavonoides
naturales, los cuales se han agrupado de acuerdo con su estructura quimica (Winkel-

Shirley, 2001). Los flavonoides comparten su biosintesis con los fenoles (Figura 7.2).

Figura 7.1 Estructura quimica basica de los flavonoides (Winkel-Shirley, 2001).

Los flavonoides libres y sus heterdsidos forman un grupo amplio de productos
naturales, con mas de 10,000 estructuras diferentes ya identificadas (Veicht y Grayer,
2008). Los flavonoides se biosintetizan por la ruta de los fenilpronoides mediante la
transformacion de la fenilalanina en 4-coumaroyl-CoA, que se incorpora a la biosintesis
del flavonoide (Figura 7.2). La primera enzima especifica de la biosintesis de los
flavonoides es chalcona sintasa la cual produce la chalcona base; de esta molécula se
derivan todos los flavonoides. Después, un grupo de enzimas isomerasas, reductasas,
hidroxilasas y varias dioxigenasas Fe?*/2-oxoglutarato modifican la estructura de los

flavonoides (Martens et al., 2010). Al final de la ruta, las transferasas modifican la
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cadena de los flavonoides con azlcares y grupos metilo y regulan la actividad
fisiologica de los flavonoides resultantes con diversa solubilidad, reactividad e

interaccion con las células (Ferrer et al., 2008).

Figura 7.2 Ruta de biosintesis de los flavonoides (Avalos y Pérez-Urria, 2009). .

Los flavonoides tienen funciones bioldgicas en los tejidos, dentro de las células y
en la superficie de los 6rganos vegetales que incluyen la proteccion contra la radiacion
ultravioleta y fitopatdégenos, sefializacion durante la nodulacion, fertilidad del polen,
transporte de las auxinas y atraccién de polinizadores mediante la coloracion de las
flores (Winkel-Shirley, 2006). Los flavonoides también intervienen en la proteccion de
las células contra el dafio por fotooxidacién durante la senescencia (Feild et al., 2001).

El género Opuntia presenta la mayor diversidad y distribucion de la familia
Cactaceae (Anderson, 2001), con un proceso de especiacion originado hace
aproximadamente 7.5 millones de afos (Arakaki et al., 2011) y en continuo cambio y
diferenciacion evolutiva (Granados y Castafieda, 1991; Labra et al.,, 2003). Los
cladodios de Opuntia han sido empleados tradicionalmente para tratar una variedad de
enfermedades, como diabetes e hipercolesterolemia. Los cladodios también se han
relacionado con otros efectos benéficos para la salud, como anti-inflamatorios,
cicatrizantes, antigenotoxicos, neuroprotectores, hipotensores, inmunomoduladores,
antivirales y antioxidantes (Ahmad et al., 1996; Dok-Go et al., 2003; Galati et al., 2003;
Saleem et al., 2005; Zorgui et al., 2009).
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Los flavonoides han sido ampliamente estudiados en cladodios
(Guevara-Figueroa et al., 2010; Lee et al., 2002; Moussa-Ayoub et al., 2014; Saleem et
al., 2006; Santos-Zea et al.,, 2011), flores (Chahdoura et al., 2014) y frutos
(Abdel-Hamed et al., 2014; Kuti, 2004; Lee et al., 2002; Morales et al., 2012 y 2014;
Moussa-Ayoub et al., 2014; Osorio-Esquivel et al., 2011) de O. ficus-indica (L.) Mill., O.
joconostle A. Web., O. leucotricha DC, O. lindheimeri Engelm., O. rastrera WendlI., O.
streptacantha Lem. y O. undulata Griffiths. Las concentraciones varian con la especie,
el érgano y el disolvente utilizado para su extraccion.

Benson (1982) relaciono la presencia de flavonoides en cladodios de un afio de
edad con caracteristicas morfologicas de variantes del sureste de California, EE.UU.,
gue pudieron haberse originado por la hibridacion de especies nativas de porte mas
bajo, como O. littoralis Engelm. y O. pheaecantha Engelm. con O. ficus-indica, especie
introducida. El citado autor identifico flavonoides propios de las especies nativas y de
las introducidas. Esto permiti6 comparar los compuestos en los hibridos y postular su
procedencia.

El objetivo del presente estudio fue evaluar diferencias intra- e interespecificas de
flavonoides en nopalitos (Opuntia spp.). La hipétesis fue que la variacion intraespecifica
de flavonoides en los nopalitos del género Opuntia es menor que la interespecifica.

Materiales y métodos

Los nopalitos analizados tenian de 2 a 3 semanas de edad, 17.5 + 2.5 cm de longitud, y
se cosecharon de plantas cultivadas en un invernadero en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Edo. de México (19°29' LN, 98°53’ LO, 2240
msnm, y clima Cb(w,)(w)(i")g, lluvias en verano e invierno frio y seco; Garcia, 2004).
Las variantes y especies estudiadas fueron COPENA Z1, Naranjon Legitimo y
Villanueva de O. albicarpa Sheinvar; Atlixco, COPENA V1 y Rojo Vigor de O.
ficus-indica; Amarillo Olorosa, Memelo 1 y San Pedrefia de O. hyptiacantha A. Web.;
Amarillo Platano, Rojo Lirio y Rubi Reyna de O. megacantha Salm-Dyck; Cardona,
Cardona de Castilla y Tuna Loca de O. streptacantha. Estas especies han sido
identificadas por poseer nivel decreciente de humanizaciéon (Reyes-Aguero et al.,
2005).
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Mediante pruebas preliminares se determiné que no hubo efecto de la hora del dia
en la presencia de los flavonoides. A los nopalitos se les eliminaron las espinas,
liofilizaron y trituraron en mortero hasta obtener un polvo fino.

A muestras de 0.5 g de dichos polvos se le adicionaron 5 mL de metanol al 60 %
en agua (v:v) y 1.25 mL de &cido clorhidrico 6 M. Las muestras se mantuvieron a 90°C
durante 2 h en bafio Maria. Luego, las muestras se centrifugaron a 4075 g por 10 min y
se filtraron con acrodiscos de membranas de nylon y poros de 0.45 um (Pall
Corporation, Michigan, EE.UU.). El filtrado se inyect6 en un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion (HPLC Agilent Technologies, modelo 1100, EE.UU.), equipado con un
detector de arreglo de diodos e inyector automatico (Agilent Technologies modelo
1200, EE.UU.) y columna de 125 por 4 mm de Hypersyl ODS (Hewlett Packard, Palo
Alto, CA, EE.UU.) de 125 x 4 mm. La fase mdvil fue agua, con pH 2.5 ajustado con
acido trifluoroacético y acetonitrilo a 30 °C, con flujo isocratico de 1 ml por min. La
deteccion se hizo a 350 nm. Los estandares de los flavonoides fueron apigenina,
iIsoramnetina, luteolina, quercetina y rutina de Sigma-Aldrich (EE.UU.).

Los resultados fueron expresados en pg de compuesto por gramo de tejido seco
(Mg g* MS). El estudio se desarroll6 de acuerdo con un disefio experimental
completamente al azar, con 15 tratamientos o variantes de nopal de cinco especies, y
tres repeticiones. Las unidades experimentales o repeticiones fueron nopalitos
provenientes de plantas distintas. A cada compuesto identificado se le determind su
normalidad con base en el analisis grafico de residuales y la prueba Shapiro-Wilks,
mediante el software infoStat (Version 2011e) (Balzarini et al., 2008; Di-Rienzo et al.,
2011). Las variables fueron transformadas cuando no se cumplié el requisito de
normalidad. Los datos se sometieron a ANDEVA y comparacion multiple de medias con
la prueba de Tukey. Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico
SAS.
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Resultados y discusion

Perfil cromatografico: identificacion de flavonoides

En nopalitos se detectaron los flavonoides apigenina, isoramnetina, quercetina y rutina;
en al menos una variante se reconocieron los cuatro (Figura 7.3). La luteolina estuvo

ausente en los nopalitos de las 15 variantes (Cuadro 7.1).
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Figura 7.3 Cromatogramas tipicos de los flavonoides identificados por HPLC en
nopalitos de O. ficus-indica variantes COPENA V1 (A) y Atlixco (B).

La apigenina fue detectada en las cinco especies y en el 87 % de sus variantes.
Este es el flavonoide con presencia mayor en los nopalitos, aunque estuvo ausente en
una de las variantes de O. megacantha (Rubi Reyna) y de O. albicarpa (Villanueva). La
isoramnetina se detecté en cuatro especies, pero solo se detectdé en 73 % de sus
variantes y estuvo ausente en la totalidad de variantes de O. hyptiacantha (Amarilla,

Memelo 1y San Pedrefia) y en el una de O. albicarpa (COPENA Z1) (Cuadro 7.1).
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Cuadro 7.1 Flavonoides detectados en nopalitos de 15 variantes de cinco especies de

Opuntia.
_ Flavonoides detectados*
Variante
Apigenina Isoramnetina Luteolina Quercetina Rutina
O. streptacantha
Cardona +++ +++ Nd Nd 4+
Cardona de +++ +++ Nd Nd i
Castilla
Tuna Loca +++ +++ Nd Nd i
O. hyptiacantha
Amarilla +++ Nd Nd 4+ 4t
Memelo 1 +++ Nd Nd F++ T
San Pedrefia +++ Nd Nd 4+ Nd
0. megacantha
Amarillo Platano +++ +++ Nd Nd 4+
Rojo Lirio +++ +++ Nd Nd it
Rubi Reyna Nd +++ Nd Nd it
0. albicarpa
COPENA Z1 et Nd Nd 4 T
Naranjon Legitimo +H+ +++ Nd e+ +H+
Villanueva Nd +++ Nd Nd 44
0. ficus-indica
Atlixco +++ +++ Nd 4+ 4
COPENA V1 +++ +++ Nd +++ 4+
Rojo Vigor +++ +++ Nd Nd 44

+++, compuesto detectado; Nd, no detectado; T, trazas del compuesto

La quercetina sobresali6 porque soélo fue detectada en tres especies, O.
hyptiacantha, considerada silvestre (Reyes-Aglero et al., 2005) y en las mas

humanizadas O. albicarpa y O. ficus-indica, pero Unicamente en 47 % de sus variantes.
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Este flavonoide estuvo presente en las tres variantes de O. hyptiacantha (Amarilla,
Memelo 1 y San Pedrefia) y en dos de las de O. albicarpa (COPENA Z1 y Naranjén
Legitimo) y de O. ficus-indica (Atlixco y COPENA V1). Las variantes sin quercetina en
sus nopalitos fueron Villanueva de O. albicarpa y Rojo Vigor de O. ficus-indica. Asi,
este flavonoide fue el menos frecuente en los nopalitos (Cuadro 7.1).

La rutina se detectd en las cinco especies y en 93 % de sus variantes, de las
cuales en dos solo se identificaron cantidades traza del flavonoide. En O. hyptiacantha
sobresalid que la rutina estuvo ausente en una de sus variantes (San Pedrefia) y que
solo se detectd concentracion traza en otra (Memelo 1). También en una variante de O.
albicarpa (COPENA Z1) se detectaron trazas de este flavonoide. Asi, este compuesto
también fue uno de los més frecuentes en los nopalitos (Cuadro 7.1).

Sobresale como hallazgo la deteccién de apigenina, flavonoide no detectado
previamente en nopalitos. No obstante, en flores y frutos de Opuntia se han detectado
apigenina, quercetina y rutina (Abdel-Hameed et al., 2014; Chahdoura et al., 2014). Asi,
los flavonoides detectados en los nopalitos de las cinco especies solo coincidieron
parcialmente con los registrados por Berger et al. (2007), Guevara-Figueroa et al.
(2010), Saleem et al. (2006) y Santos-Zea et al. (2011).

Contenido de flavonoides

El contenido total de flavonoides en los nopalitos de O. ficus-indica, una de las dos
especies con grado mayor de humanizacién, fue hasta 2.5 veces mayor (23.3 pg g™
MS) que en los de O. megacantha, especie con humanizacion intermedia pero con el

contenido menor de flavonoides (9.3 pg g™* MS) (Figura 7.4 A).
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El contenido intervarietal fue significativamente diferente (p < 0.05) en las
especies, con excepcion de O. ficus-indica. En las cuatro especies con diferencias
intra-especificas significativas (p < 0.05) los contrastes fueron sobresalientes. En el
caso de O. streptacantha, Cardona y Tuna Loca tuvieron hasta 42 % mas flavonoides
gue Cardona de Castilla; en O. hyptiacantha, Amarilla y Memelo 1 tuvieron 53 % menos
flavonoides que San Pedrefia. En O. megacantha, Amarillo Platano present6 40 %
menos flavonoides que las otras dos variantes de la especie; y dentro de O. albicarpa,
Naranjon Legitimo destaco por contener dos veces mas (23.9 ug g* MS) flavonoides
que Villanueva, con el contenido menor (10.4 ug g* MS) (Figura 7.4 B). Asi, en este
respecto no hubo tendencia alguna reconocible.

Las concentraciones de flavonoides en este estudio fueron menores que las
registradas por Guevara-Figueroa et al. (2010) en nopalitos de ocho variantes silvestres
y dos cultivadas (368 a 2402 ug g* MS), y por Santos-Zea et al. (2011) en cladodios de
O. ficus-indica (846 a 1129 pg g* MS) y de O. streptacantha (101 ug g* MS). La
concentracion de flavonoides en los nopalitos de este estudio es intermedio de la
registrada para otras especies como ajo (Allium sativum L.; 148 pg g*), brécoli
(Brassica oleracea Plenk; 6750 pg g* MS), cebolla (Allium cepa L.; 61 ug g), chile
(Capsicum annuum L.; 4.6 pg g*), tomate (Solanum lycopersicum L.; 183 pg g*) y papa
(Solanum tuberosum L.; 31 pg g) (Reis et al., 2015; Taskeen et al., 2010).

Apigenina

Las diferencias interespecificas del contenido de apigenina (0.2 a 0.6 pg g* MS) no
fueron significativas (p > 0.05) (Cuadro 7.2), como tampoco lo fueron las diferencias
intervarietales de este flavonoide (Figura 7.5).

Los resultados de la presencia y contenido de apigenina de este estudio son
relevantes porque en estudios previos no se habia registrado su presencia en Opuntia
(Abdel-Hameed et al., 2014; Berger et al., 2007; Chahdoura et al., 2014
Guevara-Figueroa et al., 2010; Saleem et al., 2006; Santos-Zea et al., 2011).
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Cuadro 7.2 Contenido medio de flavonoides (ug g* MS) en nopalitos de cinco especies

de Opuntia.
, Flavonoides'

Especie . : : .
Apigenina Isoramnetina Quercetina Rutina

0. megacantha 0.22 a 447 a Nd 495 a

O. streptacantha 0.24 a 9.51a Nd 3.57 a

O. hyptiacantha 0.19 a Nd 15.44 a 211 a

0. albicarpa 0.22 a 3.3la 16.83 a 3.75a

0. ficus-indica 0.65a 10.21 a 15.49 a 490 a

T Nd, no detectado. Columnas con la misma letra indican similitud estadistica (p < 0.05), n = 9.

1,4

1,2 1

1,0

0,8 1

0,6 1

Apigenina (g g™ MS)

0,4

0,2 1

0,0

1 O. streptacantha
EERR Q. albicarpa

Variante

Ezzzz Q. hyptiacantha

Especie

1 O. ficus-indica

0. megacantha

Figura 7.5 Contenido medio de apigenina en nopalitos de cinco especies de Opuntia,

+ error estandar; n = 3 (* Cardona de Castilla).
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En algunos estudios se ha registrado correlacion entre la radiacion solar y el
contenido de apigenina. El incremento de la concentracion resulta en un efecto
antioxidante mayor en la planta como reaccion a la irradiacion alta y a la exposicion
directa a rayos UV-B o del sol (Agati y Tattini, 2010).

La apigenina tiene efectos benéficos en la salud humana, pues actia como
desinflamante, antiviral y antioxidante (Wang y Huang, 2004); en contraste con otros
flavonoides, su toxicidad es menor (Agati et al., 2012). En la literatura no hay
informacion relacionada con las funciones de apigenina en Opuntia y si estan
relacionadas con los procesos de adaptacion a los ambientes aridos donde se

desarrolla.

Isoramnetina

La variabilidad inter-especifica del contenido de isoramnetina mostré diferencias
significativas (p > 0.05) si consideramos la ausencia de este flavonoide en O.
hyptiacantha (Cuadro 7.1). Aunque, la concentracion de isoramnetina en las otras
cuatro especies fue estadisticamente similar (p > 0.05), sobresalié que en los nopalitos
de O. streptacantha fue el flavonoide mas abundante (71 %) entre los identificados.

Las diferencias intervarietales del contenido de isoramnetina fueron significativas
(p = 0.05) sd6lo en O. streptacantha y en O. ficus-indica. Asi, en O. streptacantha
Cardona tuvo hasta cuatro veces mas (15.21 pg g* MS) de este flavonoide que
Cardona de Castilla (3.50 pg g* MS). En O. ficus-indica las diferencias intervarietales
fueron mayores, pues Rojo Vigor presentd hasta ocho veces mas isoramnetina (19.35
ug g MS) que las otras dos variantes (COPENA V1 y Atlixco) (Figura 7.6).

La proporcion de isoramnetina en los nopalitos de O. megacantha y O. albicarpa,
ademas de contrastar con la registrada en los nopalitos de O. streptacantha y O.
ficus-indica, también difiere de lo documentado por Santos-Zea et al. (2011), quienes
sefalaron que este flavonoide fue el mas abundante en los cladodios de O. ficus-indica,

O. leucotricha, O. lindheimeri, O. rastrera, O. robusta, O. streptacantha y O. undulata.
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Figura 7.6 Contenido de isoramnetina en nopalitos de cuatro especies de Opuntia,

+ error estandar; n = 3 (* Cardona de Castilla).

Los contenidos y variabilidad intraespecifica altos de isoramnetina en los nopalitos
de O. streptacantha, una de las especies consideradas silvestre, y en O. ficus-indica,
una de las mas humanizadas, parecen indicar falta de relacién de la abundancia de
este flavonoide con el ambiente donde se desarrollan. Las observaciones de Santos-
Zea et al. (2011) coinciden con las de este estudio; esos autores no detectaron
isoramnetina en nopalitos de la especie silvestre O. lindheimeri pero si en otras
especies silvestres y domesticadas (O. ficus-indica, O. leucotricha, O. rastrera, O.
robusta y O. undulata) en las que abund6 este flavonoide. La concentracion de
isoramnetina obtenida en este estudio fue inferior a lo registrado por Guevara-Figueroa

et al. (2010) en nopalitos de variantes cultivadas y silvestres (desde 45.9 hasta 343.6
g g™t MS).
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Berger et al. (2007) estudié el efecto de la radiacion solar en cladodios de O.
violaceae Engelm. y de O. wilcoxii Britton & Rose; ellos observaron que la
concentracion de isoramnetina fue mayor en las plantas que crecian bajo luz solar
directa que en las plantas que se mantuvieron bajo sombra; ademas, sefialan que el
contenido de este compuesto decrecio hasta 50 % al avanzar el desarrollo del cladodio.
Estos resultados confirmaron que la isoramnetina esta relacionada con la proteccion
adaptativa contra los rayos UV-B en los primeros estados de desarrollo. Las
concentraciones bajas de este compuesto pueden deberse a que los nopalitos del
estudio presente se obtuvieron de plantas que crecian en condiciones homogéneas
dentro de un invernadero, donde la radiacidon generalmente es menor que la exterior.
En esas condiciones si se detectaron diferencias interespecificas e intervarietales.
Para abundar en el conocimiento del papel de la isoramnetina en la adaptacion y
permanencia de Opuntia en las condiciones adversas de los ambientes aridos, sera

necesario ampliar estos estudios.

Quercetina

El contenido interespecifico de quercetina presentd diferencias significativas (p < 0.05),
si se considera la ausencia de este flavonoide en O. streptacantha y en O. megacantha
(Cuadro 7.2), y fue significativamente similar (p > 0.05) en los nopalitos de O.
hyptiacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica (15.44 a 16.83 ug g* MS), la primera
reconocida por Reyes-Aglero et al. (2005) como especie silvestre, y las dos ultimas
como especies con grado alto de humanizacion (Bravo, 1978).

La quercetina fue el flavonoide estudiado mas abundante (Cuadro 7.2). Las
diferencias intraespecificas o0 intervarietales se detectaron Unicamente en O.
hyptiacantha, donde San Pedrefia presentd tres veces mas (23.1 pg g* MS) que
Amarilla y que Memelo 1 (7.3 a 10.8 ug g* MS) (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Contenido medio de quercetina en nopalitos de variantes de tres especies

de Opuntia, + error estandar; n = 3.

La quercetina se ha registrado en cladodios (Berger et al., 2007,
Guevara-Figueroa et al., 2010; Saleem et al., 2006), flores (Benayad et al., 2014) y
frutos (Abdel-Hameed et al., 2014) de Opuntia. La concentracion de este flavonoide en
O. hyptiacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica, las tres especies donde se detecto, fue
menor que la cuantificada (22.9 hasta 396.7 pg g* MS) por Guevara-Figueroa et al.
(2010) en nopalitos de variantes silvestres y cultivadas; en cambio fueron similares a
los encontrados por Berger et al. (2007) en cladodios jévenes y maduros de O. wilcoxii
(de 15.0 a 16.6 y de 1.0 a 2.7 pug g* MS) y en cladodios maduros de O. violaceae
(desde 4.8 hasta 31.9 pg g™* MS).

En Arabidopsis la funcién conocida de la quercetina es la proteccién contra dafios

oxidativos debidos a irradiacion solar alta, ya que este flavonoide en células sanas
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dona electrones o atomos de hidrégeno e incrementa su concentracion como reaccion
al estrés por irradiacién solar alta (Hernandez et al., 2009). La quercetina y sus
derivados también regulan la actividad de varias proteinas, con lo cual puede suprimir o
alterar el crecimiento y diferenciacion celular (Peer y Murphy, 2006). Por lo anterior, la
guercetina podria tener control especifico en la expresion de la forma (arquitectura) de
la planta y en su aclimatacion o adaptacion a exceso de irradiacion solar de numerosas
especies (Hectors et al., 2012; Jansen, 2002), pero también contribuiria en la reaccion
de las plantas a los ambientes extremos que causan dafio oxidativo al ADN (Agati et
al., 2012). Bajo estos supuestos se esperaria que este compuesto estuviera presente
en las especies silvestres (O. streptacantha y O. hyptiacantha), propias de ambientes
naturales poco favorables para el crecimiento de las plantas, como irradiacion alta. Sin
embargo, la quercetina estuvo presente en las dos especies mas humanizadas (O.
albicarpa y O. ficus-indica). Por ello, es probable que la quercetina esté relacionada con
el proceso de humanizacion que condujo a la modificacion de la forma del cladodio y su

adaptacion a los ambientes diversos donde se cultiva.

Rutina

El contenido interespecifico de rutina no varié significativamente (p > 0.05) (Cuadro
7.2); pero en O. megacantha este fue el flavonoide mas abundante (51 %). Diferencias
intervarietales (p < 0.05) en el contenido de rutina se detectaron en O. albicarpa, O.
hyptiacantha y O. megacantha. En las dos primeras especies la ausencia de este
flavonoide y concentraciones traza en una o dos de sus variantes confirman las
diferencias intraespecificas. Dentro de O. megacantha Rubi Reyna tuvo 2.5 veces mas
rutina (6.6 pug g MS) que Amarillo Platano (2.5 pg g* MS) (Figura 7.8).

Se cuenta con antecedentes de la presencia de rutina en nopalitos de variantes
silvestres y cultivadas de Opuntia spp. (Guevara-Figueroa et al., 2010) y en frutos de O.
ficus-indica (Abdel-Hameed et al., 2014). Los resultados del presente estudio son
menores a los registrados por Guevara-Figueroa et al. (2010) en nopalitos silvestres
(23.6 2 193.9 pg g MS) y en los cultivados (36.2 a 53.0 pg g* MS).
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Figura 7.8 Contenido medio de rutina en nopalitos de variantes de cinco especies de

Opuntia, + error estandar; n = 3 (* Cardona de Castilla).

En plantas de Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn. desarrolladas en condiciones de
estrés por radiacion UV-B alta, temperaturas bajas y sequia, la rutina se incrementé
hasta 130 % en las hojas jovenes, y la enzima rutina glucosidasa, responsable de la
sintesis de rutina, hasta 190 %, de donde se concluyd que la rutina esta relacionada
con el incremento en el sistema de proteccion al estrés abidtico en esta especie
(Suzuki et al., 2005).

La falta de un patron en las diferencias intraespecificas de rutina y demas
flavonoides en el presente estudio puede ser evidencia parcial de su especiacién adn
activa, iniciado hace 7.5 millones de afios (Arakaki et al., 2011), y del proceso continuo
de cambio y diferenciacion evolutiva del género Opuntia (Granados y Castarieda, 1991;

Labra et al., 2003).
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Independientemente de las funciones de la rutina en la planta, en animales este
flavonoide tiene efecto antioxidante, desinflamante, anti alergénico y antitumoral
(Koval'skii et al., 2014). Estos efectos resaltan la importancia del estudio de la rutina en
los nopalitos, dado su uso alimentario.

Las espinas en cladodios de Opuntia funcionan como proteccion contra el exceso
de irradiacion solar y temperaturas extremas (Mausseth, 2006), ya que incrementan la
capa de frontera de la planta (Gibson y Nobel, 1986). La ausencia de estructuras fisicas
de proteccion puede resultar en el incremento de compuestos relacionados con la
proteccion quimica (Nassar y Lev-Yadun, 2009). Lo anterior podria explicar el
contenido mayor de flavonoides totales en O. ficus-indica, una de las especies con
grado mayor de humanizacién, con pocas espinas o sin ellas en sus cladodios (Bravo,
1978). El gigantismo de sus cladodios, como elemento del sindrome de domesticacion
(Reyes-Agulero et al., 2005), implica mayor area de percepcion de rayos UV, asi, es
posible que el aumento de ciertos compuestos quimicos constituya una adaptacion
contra los efectos de esos rayos, y puede estar relacionada con la humanizacion. Al
respecto, los estudios realizados para identificar la funcion fisiologica de los flavonoides
se han enfocado a su efecto protector contra los rayos UV-B y el dafio oxidativo que
puedan ejercer en el ADN en las células (Hichri et al., 2011). Para ejercer esta funcion,
la acumulacion de los flavonoides se incrementa en las células epidermales, ceras y
tricomas, y en condiciones de estrés abidtico se activa el mecanismo molecular que los
sintetiza (Ferreyra et al., 2012). Asi, la concentracién mayor de flavonoides en O. ficus-
indica pueden ser una adaptacion de la especie a los ambientes humanizados y una
reaccion compensatoria a la pérdida de las espinas.

La hipétesis de este estudio fue que las diferencias intraespecificas de flavonoides
en los nopalitos es menor que la interespecifica. Pero, nuestros resultados muestran lo
contrario, las diferencias interespecificas no fueron significativas (p > 0.05; Cuadro 7.1)
y las intraespecificas si lo fueron (p < 0.05; Cuadro 7.1y 7.2, Figuras 7.4 y 7.5). Las
variaciones intraespecificas tuvieron tendencias diferentes en los cuatro flavonoides
detectados. Es decir, no se reconocio un patron que permita identificar una especie a
partir de sus variantes. La diversidad amplia, propia o natural del género Opuntia en su

composicion quimica, posiblemente se ha incrementado con la humanizacién de ciertas
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especies 0 variantes. Por otro lado, la presencia de flavonoides en los nopalitos

confirma su caréacter heliofilo desde su desarrollo incipiente en el cladodio madre.

Conclusiones

En las condiciones de cultivo del estudio, los nopalitos de O. ficus-indica presentan la
concentracion mayor de flavonoides y O. megacantha la menor. La presencia de
isoramnetina, quercetina y rutina se confirma en los nopalitos; la presencia de
apigenina es posiblemente inédita. La quercetina es el flavonoide mas abundante en
los nopalitos de O. albicarpa, O. ficus-indica y O. hyptiacantha, la isoramnetina en O.
streptacantha y la rutina en O. megacantha. La apigenina es el flavonoide menos
abundante en las cinco especies. Las diferencias intraespecificas son diversas para

cada tipo de compuesto y cada especie.
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Capitulo VIII. Variacion inter- e intraespecifica de terpenoides en nopalitos

(Opuntia spp., Cactaceae)

Resumen

Los terpenoides son el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios, pues se
conocen mas de 20,000. Estos compuestos se han detectado en flores de O.
ficus-indica (L.) Mill. en etapas diferentes de desarrollo, pero la literatura especializada
carece del registro de la presencia de estos metabolitos en nopalitos. El objetivo de
este estudio fue identificar y evaluar las diferencias intra- e interespecificas de algunos
terpenoides en nopalitos (Opuntia spp.). La hipétesis fue que la variacién
intraespecifica de los terpenoides en los nopalitos del género Opuntia es menor que la
interespecifica. En el estudio se emplearon nopalitos de 17.5 cm de longitud, de 15
variantes de O. albicarpa Sheinvar, O. ficus-indica, O. hyptiacantha A. Web., O.
megacantha Salm-Dyck y O. streptacantha Lem. Los extractos hexanicos de 1 g de
tejido seco se analizaron por cromatografia liquida de alta resoluciéon. El disefio
experimental empleado fue completamente al azar con 15 tratamientos (tres variantes
de cada especie) y tres repeticiones; la unidad experimental fue un nopalito. Los
resultados se analizaron mediante ANDEVA y comparacion multiple de medias de
Tukey. Los terpenoides identificados fueron acido oleandlico, B-amirina y peniocerol,
sin diferencias significativas (p > 0.05) entre especies. La B-amirina fue el compuesto
mas abundante en los nopalitos de las cinco especies (1.3 a 4.4 ug g* MS). El acido
oleandlico fue el menos abundante (13.9 a 63.3 ng g* MS) y sélo hubo trazas en el 40
% de las variantes. El peniocerol estuvo presente (0.73 a 0.83 pg g MS) en el 60 % de
las variantes. Las diferencias intraespecificas (p < 0.05) fueron mayores en O.

albicarpa, y en O. streptacantha no fueron significativas (p > 0.05).

Palabras clave: acido oleandlico, B-amirina, nopalitos, Opuntia, peniocerol, terpenoide.
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Abstract

Terpenoids are the most numerous group of secondary metabolites and more than
20,000. They have been detected in flowers of O. ficus-indica (L.) Mill. at different
stages of development; but in the literature there is not register of the presence of these
metabolites in nopalitos. The aim of this study was identify and evaluate the differences
intra- and interspecific of some terpenoids in nopalitos (Opuntia spp.). The hypothesis
was that the intra-specific variation of the terpenoids in nopalitos in the genus Opuntia is
less than the interspecific. In the study, were used nopalitos of 17.5 cm in length of 15
variants of O. albicarpa Sheinvar, O. ficus-indica, O. hyptiacantha A. Web., O.
megacantha Salm-Dyck y O. streptacantha Lem. The hexane extracts of 1.0 g of dry
tissue were analyzed by high-performance liquid chromatography. The experimental
design employed was a completely random with 15 treatments (three variants of each
species) and three replications; the experimental unit was a nopalito. The results were
analyzed by ANOVA and multiple comparisons of means by Tukey. Oleanolic acid,
B-amyrin and peniocerol were detected with no significant differences (p > 0.05) among
the species. B-amyrin was the compound most abundant in the five species (1.3 a 4.4
ug g* DM). Oleanolic acid was the least abundant (13.9 a 63.3 ng g** DM) and, among
variants, there were only traces in 40 % of them. Peniocerol was present (0.73 to 0.83
ug g DM) in 60 % of variants. The intraspecific differences (p < 0.05) were higher in O.

albicarpa while in O. streptacantha were not significant (p > 0.05).

Kaywords: B-amyrin, nopalitos, oleanolic acid, Opuntia, peniocerol, terpenoid.
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Introduccion

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos que, en general, no tienen
funcion directa en el desarrollo o crecimiento de la planta (Taiz y Zeiger, 2010). La
distribucion de estos compuestos esta restringida a ciertos grupos taxonémicos y tienen
una funcién importante en la interaccion de los organismos con el ambiente (Bourgaud
et al., 2001; Wink, 2003). Varios de ellos son responsables del color, apariencia, aroma
y sabor de las frutas y hortalizas (Tomas-Barberan y Robins, 1997). Los metabolitos
secundarios constituyen un atributo adaptativo que se ha diversificado por seleccién
natural; asi, en las plantas tienen algun papel en la proteccién contra virus, bacterias,
hongos, competidores y depredacion (Bourgaud et al., 2001; Wink, 2003). Algunos
metabolitos tienen funciones fisioldgicas, como coadyuvantes en la movilizacién de
algunos compuestos téxicos y como almacén de compuestos fendlicos (flavonoides),
gue a su vez pueden funcionar como protectores de los rayos UV (Bourgaud et al.,
2001; Li et al., 1993; Wink, 2003).

Los terpenoides son el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios y se
conocen mas de 20,000 diferentes tipos. Estos metabolitos coadyuvan en el
crecimiento y desarrollo de las plantas e intervienen en la interaccion de la planta con
su ambiente (Tholl, 2006). Los terpenos volatiles y no volatiles estan implicados en la
atraccion de polinizadores y predadores de los herbivoros, en la proteccién contra el
estrés foto-oxidativo, en la mediacién de la termotolerancia y en la proteccion directa
contra microorganismos e insectos (Loreto et al., 2004; Pichersky y Gershenzon, 2002;
Sharkey y Yen, 2001). Los terpenos suelen ser insolubles en agua y se derivan de la
union de unidades de isopreno (Cs) (Avalos y Pérez, 2009). Este tipo de metabolitos se
sintetizan por dos caminos metabdlicos, uno es el del 4cido mevalonico, activo en el
citosol, en el cual tres moléculas acetil Coenzima A se condensan para formar
isopentenil pirofosfato (IPP, por su siglas en inglés). El otro camino es el del
metileritritol fosfato, el cual se desarrolla en los cloroplastos y también genera IPP. El
IPP se condensa en su isémero alilico (dimetilalil difosfato, DMAPP) y por medio de
reacciones de condensacion catalizadas por prenil transferasas se obtiene geranil
difosfato (GPP, precursor de monoterpenos), farnesil difosfato (FPP, precursor de

sesquiterpenos) y geranilgeranil difosfato (GGPP, precursor de diterpenos). La terpeno
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sintasa (TPS) es la enzima responsable de catalizar la formacion de estos compuestos
(Avalos y Pérez, 2009; Tholl, 2006). Cuando los terpenos son modificados
guimicamente, ya sea por oxidacion o reorganizacion del esqueleto hidrocarbonado,
suelen denominarse terpenoides.

La gran variedad estructural de los terpenos presentes en el reino vegetal se debe
principalmente a la evolucion de la superfamilia de terpeno sintasa, la cual incluye mas
de 100 genes TPS (Tholl, 2006). Estudios realizados por Martin et al. (2004) mostraron
gque muchos TPS de las gimnospermas forman una familia distinta a la de las
angiospermas. Sin embargo, estos estudios indican que las TPS tienen un ancestro
comun para la sintesis de diterpenos, previo a la diferenciacion de angiospermas y
gimnospermas (Martin et al., 2004; Trapp y Croteau, 2001).

El género Opuntia presenta la mayor diversidad y distribucion de la familia
Cactaceae (Anderson, 2001), con un proceso de especiacion originado hace
aproximadamente 7.5 millones de afios (Arakaki et al., 2011) y un proceso activo de
cambio continuo y diferenciacién evolutiva (Granados y Castafieda, 1991; Labra et al.,
2003). Los cladodios jovenes de Opuntia o nopalitos, ademas de utilizarse como
alimento, han sido empleados tradicionalmente como medicinales para tratar una
variedad de enfermedades, particularmente diabetes e hipercolesterolemia. Los
cladodios también se han relacionado con otros efectos benéficos para la salud, como
anti-inflamatorios, cicatrizantes, antigenotdxicos, neuroprotectores, hipotensores,
inmunomoduladores, antivirales y antioxidantes (Ahmad et al.,, 1996; Dok-Go et al.,
2003; Galati et al., 2003; Saleem et al., 2005; Zorgui et al., 2009).

Los terpenoides se han detectado en flores de O. ficus-indica (L.) Mill., con
diferente desarrollo, en concentracién de 0.06 a 32.4 % respecto al total de metabolitos
secundarios observados (Ammar et al.,, 2012). Sin embargo, se desconoce en la
literatura especializada la presencia de estos metabolitos en cladodios jovenes de
Opuntia.

El objetivo de este estudio fue identificar y evaluar las diferencias intra- e inter-
especificas de algunos terpenoides en nopalitos (Opuntia spp.). La hipoétesis fue que la
variacion intraespecifica de los terpenoides en los nopalitos es menor que la

interespecifica.
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Materiales y métodos

Los nopalitos evaluados tenian de 2 a 3 semanas de edad, 17.5 + 2.5 cm de longitud, y
se cosecharon de plantas cultivadas en un invernadero en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Edo. de México (19°29’ LN, 98°53’ LO, 2240
msnm y clima Cb(w,)(w)(i")g, lluvias en verano e invierno frio y seco; Garcia, 2004). Las
variantes y especies estudiadas fueron COPENA Z1, Naranjon Legitimo y Villanueva
de O. albicarpa Sheinvar; Atlixco, COPENA V1 y Rojo Vigor de O. ficus-indica; Amarillo
Olorosa, Memelo 1 y San Pedrefia de O. hyptiacantha A. Web.; Amarillo Platano, Rojo
Lirio y Rubi Reyna de O. megacantha Salm-Dyck; Cardona, Cardona de Castillay Tuna
Loca de O. streptacantha Lem. Estas especies fueron elegidos por poseer nivel
decreciente de humanizacion (Reyes-Aguero et al., 2005).

Mediante pruebas preliminares se determiné que no hubo efecto de la hora del dia
en estos compuestos, por lo que la cosecha para las evaluaciones finales se realizé a
las 12 h. Los nopalitos se desespinaron, liofilizaron y trituraron en mortero hasta
obtener un polvo fino.

A un gramo de muestra en polvo se le adicioné hexano suficiente para cubrirla y
se dejo en reposo por 48 h. Luego, se elimin6é el hexano del sobrenadante en un
rotavapor (marca Buchi modelo R-210, Flawil, Suiza). Un mg del residuo se disolvié en
1 mL de metanol grado HPLC y se filtr6 en un acrodisco de membranas de nylon y
poros de 0.45 um (Pall Corporation, Michigan, EE.UU.). El filtrado se inyectd en un
cromatégrafo de liquidos de alta resoluciéon (HPLC Agilent Technologies modelo 1100,
EE.UU.), equipado con un detector de arreglo de diodos, un inyector automatico
(Agilent Technologies modelo 1200, USA) y columna de 250 por 4.6 mm (marca Agilent
Technologies modelo Zorbax Eclipse XDB-C8, EE.UU.). La fase mévil fue una mezcla
de acetonitrilo (80 %) y agua (20 %) (v:v), sin ajuste de pH, a 40 °C. La deteccion se
hizo a 220 y 215 nm.

Los estandares de los terpenoides fueron acido oleandlico, S-amirina y peniocerol
de Sigma-Aldrich (EE.UU.). Los resultados del acido oleanolico fueron expresados en
ng de compuesto por gramo de tejido seco (ng g* MS) y los de B-amirina y peniocerol

se expresaron en pg g MS.
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El estudio se desarroll6 de acuerdo con un disefio experimental completamente al
azar, con 15 tratamientos resultantes de tres variantes de nopal de cada una de las
cinco especies y tres repeticiones. La repeticién o unidad experimental fue un nopalito.
A cada compuesto identificado se le determiné su normalidad con base en el andlisis
gréafico de residuales y la prueba Shapiro-Wilks, mediante el software infoStat (Version
2011e) (Balzarini et al.,, 2008; Di-Rienzo et al., 2011). Las variables fueron
transformadas cuando no se cumpli6 el requisito de normalidad. Los datos se
sometieron a ANDEVA y comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey. Los

analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SAS.

Resultados y discusion

Perfil cromatogréfico: identificacion de terpenoides

En los nopalitos de las cinco especies se detectaron B-amirina, acido oleandlico y
peniocerol. Pero, su distribucion fue diferente entre las variantes y al menos en una de

ellas estuvieron presentes los tres terpenoides (Cuadro 8.1; Figura 8.1).
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Figura 8.1 Cromatograma de Cardona de O. streptacantha, tipico con los terpenoides
identificados por HPLC.
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Cuadro 8.1 Terpenoides detectados en nopalitos de 15 variantes de cinco especies de

Opuntia spp.

Variante olgcr;gtljico B-amirina Peniocerol
O. streptacantha

Cardona T +++ +++

Cardona de Castilla +++ 4t +++

Tuna Loca +H+ +H+ Nd
0. hyptiacantha

Amarilla +++ +++ Nd

Memelo 1 T +4+ +++

San Pedrefia +++ +++ +H+
0. megacantha

Amarillo Platano +++ +++ +++

Rojo Lirio T 4+ 4+

Rubi Reyna T o Nd

0. albicarpa

COPENA Z1 +++ +++ Nd

Naranjon Legitimo +++ +++ +++

Villanueva ++ +t Nd

0. ficus-indica

Atlixco T +++ +++

COPENA V1 +++ +++ +++

Rojo Vigor T o Nd

¥ +++: compuesto detectado; T: trazas del compuesto; Nd: no detectado.

En las cinco especies y sus variantes se detectd acido oleandlico, pero en el 40 %
de éstas s6lo hubo trazas del compuesto (menos de 100 ng g* MS). Con excepcién de
O. albicarpa, una o dos de las variantes de las especies restantes presentaron solo

trazas de acido oleandlico (Cuadro 8.1).
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La B-amirina fue detectada en todas de las variantes. El peniocerol se detectd en
60 % de las variantes y en el resto estuvo ausente. La presencia intravarietal de este
compuesto fue escasa, pues al menos en una variante de las cinco especies estuvo
ausente este terpenoide y en O. albicarpa ya que sdlo se detecté en Naranjon Legitimo.
Asi, el peniocerol fue el menos frecuente de los terpenoides detectados (Cuadro 8.1).

Es sobresaliente la falta de antecedentes sobre la presencia de terpenos en
cladodios de Opuntia; aunque terpenos aromaticos si se han detectado en yemas
florales y flores en todas sus etapas de desarrollo en O. ficus-indica y O. stricta (Haw.)
(Ammar et al., 2012). En dicho estudio cuatro monoterpenos, dos sesquiterpenos y un
triterpeno fueron registrados. Los siete terpenos identificados por Ammar et al. (2012)
en las flores son diferentes a los encontrados en este estudio en nopalitos (Cuadro
8.1). Los terpenos identificados en flores de Opuntia también se han detectado en las
flores de otras cactaceas de los géneros Selenicereus, Hylocereus, Epiphyllum,
Harrisa, Trichocereus, Echinopsis y Discocactus (Kaiser y Tollsten, 1995). Ademas,
coincide el hecho de que los estudios de terpenos en otros géneros tampoco

documenten la presencia de terpenos en las estructuras vegetativas.

Contenido de terpenoides

Diferencias intraespecificas significativas (p < 0.05) fueron detectadas en el contenido
total de terpenoides. Los nopalitos de O. hyptiacantha, calificada como silvestre por
Reyes-Agliiero et al. (2005), tuvieron hasta 2.5 veces mas (5.0 ug g* MS) de estos
compuestos que los de O. ficus-indica (1.9 ug g* MS), una de las especies con grado
mayor de humanizacion (Figura 8.2 A). Esta diferencia parece indicar que la
humanizacion del género Opuntia puede estar relacionada con el contenido de

terpenoides.
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Las diferencias intraespecificas del contenido total de terpenoides fueron
significativas (p < 0.05), excepto para O. hyptiacantha. En O. streptacantha su variante
Tuna Loca tuvo hasta cinco veces mas terpenoides (7.9 pg g* MS) que sus otras dos
variantes. En O. megacantha, su variante Rubi Reyna, la variante con concentracion
mayor, present6 8.5 veces (7.7 ug g* MS) méas que Amarillo Platano, su variante con la
concentraciéon menor (0.9 pug g* MS). Las diferencias intervarietales en el contenido
total de terpenoides fueron mas amplias en O. albicarpa; en esta especie, Naranjon
Legitimo, la variante con la concentracién mayor (9.7 pg g* MS), superé hasta 46
veces a las otras dos (Figura 8.2 B).

La presencia de terpenoides en Opuntia sélo se ha registrado en flores y en
concentraciones menores que 1.0% (Ammar et al., 2012). Los terpenos en las plantas
tienen funcion de atrayentes de los polinizadores, pero también son barrera quimica y
fisica contra insectos y otros herbivoros, protectores contra el estrés foto-oxidativo y
reguladores de la termotolerancia de la planta (Tholl, 2006). Pefiuelas y Lluisa (2002)
sefialaron que la formacion de terpenos en la planta se incrementa con temperaturas
altas y en ambientes secos. Asi, las concentraciones mayores de terpenoides en
algunas especies de Opuntia, como O. hyptiacantha, puede ser parte de su adaptacion
a los ambientes secos y de alta radiacion donde se ddistribuye naturalmente; en
contraste, la concentracion menor de estos compuestos en una especie mas
humanizada como O. ficus-indica puede estar relacionada con el proceso de
humanizacion y el cambio concomitante en las condiciones ambientales. Pero esto
contrastaria parcialmente con la explicacion al contenido mayor de flavonoides en los
nopalitos de O. ficus-indica, en comparacion con los de O. streptacantha (Capitulo VII
de esta tesis); sin embargo, en este caso la concentracion mayor en la especie mas
humanizada puede estar relacionada con la amplitud del ambientes de cultivo a los que

ha sido sometida O. ficus-indica.

Acido oleandlico
Las diferencias intraespecificas del contenido de acido oleandlico no fueron
significativas (p > 0.05) pues, con excepcion de O. albicarpa, una o dos variantes de

cada especie tuvieron sélo concentraciones traza de este terpenoide. La variabilidad
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inter-especifica en el contenido de &cido oleandlico (de 15.87 a 63.26 ng g MS;
Cuadro 8.2) se reflejo en su coeficiente de variacion de 70.2 %. Entre las nueve
variantes donde este terpenoide fue detectado tampoco hubo diferencias significativas
(p > 0.05; Figura 8.3).

Cuadro 8.2 Contenido de terpenos en nopalitos de cinco especies (Opuntia spp.).

Terpenoides *

Especie Acido oleandlico B-amirina Peniocerol
ng g* MS Mg gt MS pg gt MS
O. streptacantha 22.84 a 3.09a 0.73a
0. hyptiacantha 15.87 a 439 a 0.83a
0. megacantha 27.19 a 3.39a 0.74a
0. albicarpa 63.26 a 3.09a 0.79a
0. ficus-indica 13.92 a 1.33a 0.83a
* Columnas con la misma letra indican similitud estadistica en la prueba de ANDEVA
(p=0.05);n=09.

Las diferencias intraespecificas en el contenido de acido oleandlico sdlo fueron
significativas (p > 0.05) en algunas especies. En el caso de O. albicarpa, una especie
gue de acuerdo con Reyes-Aguero et al. (2005) es de las mas humanizadas, su
variante Villanueva tuvo 9.5 veces mas acido oleandlico que Naranjon Legitimo, su
variante con el contenido menor. Asi, como el acido oleandlico fue el terpenoide menos
abundante en los nopalitos de Opuntia spp. y su contenido fue estadisticamente similar
en las cinco especies, pareciera que este compuesto carece de relaciébn con su
humanizacion (Figura 8.3).

El acido oleandlico esta presente en las ceras epicuticulares de las plantas, las
cuales previenen la deshidratacion de los tejidos y representan la primera barrera de
proteccion contra patogenos (Heinzen et al., 1996). Las diferencias registradas en el
contenido de acido oleandlico en Opuntia, como se ha especulado para otros
metabolitos secundarios del tipo flavonoide, parecen estar relacionadas con su proceso
de especiacion, iniciado hace millones de afios (Arakaki et al., 2011) y la diferenciacion
evolutiva actual del género.

En relacion con los efectos en la fisiologia de los animales, al acido oleandlico se

le atribuyen varias propiedades farmacoldgicas, como la accion contra la diabetes y
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sindrome metabdlico (Castellano et al., 2013), y efecto anticancerigeno, desinflamante
y antioxidante (Pollier y Goossens, 2012; Sanchez-Quesada et al., 2013).

250

200 A T

150 ~

100 -

Acido oleandlico (ng g™ MS)

50 -

Variante

1 0. streptacantha ez 0. hyptiacantha 0. megacantha
EERER 0. albicarpa 1 0. ficus-indica

Especie

Figura 8.3 Contenido medio de acido oleandlico en nopalitos de nueve variantes,

+ error estandar; n = 3 (* Cardona de Castilla).

B-amirina

Las diferencias inter-especificas en el contenido de B-amirina no fueron significativas
(p > 0.05). De los tres terpenoides detectados, B-amirina fue el mas abundante (1.33 a
3.09 pg g* MS) (Cuadro 8.2). Pero, la variabilidad del contenido de este compuesto en
los nopalitos del género Opuntia se evidencié al comparar sus 15 variantes (p < 0.05);
las concentraciones mayores (entre 8.0 y 8.8 pug g* MS) las presentaron Naranjon
Legitimo de O. albicarpa, Rubi Reyna de O. megacantha y Tuna Loca de O.

streptacantha, y resulataron casi setenta veces mayores (0.1 a 0.2 pg g* MS) que las
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de Villanueva y COPENA Z1 de O. albicarpa, Rojo Vigor de O. ficus-indica, y Amarillo

Platano de O. megacantha (Figura 8.4).

/J-amirina (g g'1 MS)

Variante

/3 0. streptacantha ez Q. hyptiacantha 0. megacantha
B Q. albicarpa 1 O. ficus-indica
Especie
Figura 8.4 Contenido medio de B-amirina en nopalitos de 15 variantes, + error

estandar; n = 3 (* Cardona de Castilla).

Las diferencias intra-especificas en el contenido de B-amirina fueron significativas
(p = 0.05). En O. albicarpa y O. megacantha dichas diferencias fueron amplias; en la
primera especie la concentraciéon en Naranjén Legitimo (8.9 pug g* MS) fue 55 veces
mayor que la de COPENA Z1 vy Villanueva (0.2 ug g* MS), y en O. megacantha las
diferencias fueron similares entre Rubi Reyna (7.6 pg g MS) y Amarillo Platano (0.2 pg
g’ MS). También las diferencias en las variantes de O. streptacantha y en las de O.
ficus-indica fueron significativas (p < 0.05), pero menores que en las otras especies
(Figura 8.4). La proporcion de este compuesto fue menor en los nopalitos de O.
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ficus-indica y representd el 61 % del total de terpenoides, mientras que en las otras
especies oscilo entre 78 y 83 % (Cuadro 8.2).

B-amirina como compuesto del grupo de los triterpenos es el mas abundante en el
reino vegetal (Kemen et al., 2014). Este compuesto es precursor del acido oleandlico
(Pollier y Goossens, 2012), lo cual explicaria sus las concentraciones bajas (ng g* MS
en contraste con los pug g* MS de los otros terpenoides) en los nopalitos (Cuadro 8.2).
Los efectos fisiolégicos de los triterpenos en las plantas, asi como los factores bibticos
y abidticos que activan su sintesis, acumulacién y posible degradacién se conocen
escasamente. Recientemente, en raices de avena se registré la acumulacion de
B-amirina junto con el incremento en el nimero de células epidérmicas (Kemen et al.,
2014), lo que sugiere que éste compuesto coadyuva al crecimiento y desarrollo de la
planta.

En la literatura especializada no se encontré informacioén relacionada con la
presencia de estos compuestos en las estructuras vegetativas de Opuntia. Por ello la
deteccién de los terpenoides en los nopalitos es destacable y amerita estudiar su papel
en la fisiologia del nopal y su relacion con el ambiente donde se desarrolla, pues se les
ha vinculado con la reaccion de la planta a la deshidratacion (Buschhaus y Jetter,
2012).

Peniocerol
Las diferencias interespecificas en el contenido de peniocerol (0.73 a 0.83 ug g* MS;
Cuadro 8.2) no fueron significativas (p > 0.05). En contraste, entre las 15 variantes si
hubo diferencias estadisticas (p < 0.05). Las concentraciones mayores (0.93 yg g* MS)
correspondieron a la variante Atlixco de O. ficus-indica, las cuales fueron hasta 30 %
mayores que las menores (0.70 pg g* MS), corresponedientes a Amarillo Platano de O.
megacantha (Figura 8.5).

Algunas diferencias intraespecificas fueron significativas (p < 0.05); las mayores
se registraron en O. ficus-indica, pues su variante Atlixco (0.93 ug g™ MS) superé 20 %
el contenido de peniocerol de COPENA V1 (0.74 ug g* MS) (Figura 8.5).
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Figura 8.5 Contenido medio de peniocerol en nopalitos de nueve variantes, + error

estandar; n = 3 (* Cardona de Castilla).

El peniocerol es un esterol que se ha aislado de varias especies de la familia
Cactaceae, i.e. Lemaireocereus chichipe Gosselin, Peniocereus greggii Engelm. y
Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Con. (Céspedes et al., 2005; Khong y
Lewis, 1975; Kircher y Bird, 1982; Knight y Petit, 1969). Los estudios para conocer la
funcion del peniocerol en las cactaceas son escasos. En uno de ellos se observé que
las larvas de Spodoptera frugiperda y Tenebrio molitor, cuando alcanzaron la etapa de
pupa en la raices de M. geometrizans, se deformaban con dosis bajas de peniocerol
(5 a 50 ppm) (Ceéspedes et al., 2005). La presencia de peniocerol puede asociarse con
la defensa contra insectos en el género Opuntia y la ausecnia de este compuesto al
menos en una variante de cada especie puede evidenciar la variabilidad de reaccion

intraespecifica a insectos.
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En fisiologia humana se han descrito propiedades anticancerigenas y
desinflamantes del peniocerol, lo que le confiere usos farmacéuticos importantes a este

compuesto (Salazar et al., 2011).

Conclusiones

La variacion interespecifica del contenido de acido oleandlico, S-amirina y peniocerol no
fue estadisticamente significativa, pero si hay diferencias en la contribucion de las
variantes de cada especie a su contenido del total y de cada uno de los compuestos.
Las diferencias intraespecificas al respecto fueron estadisticamente significativas, pues
al menos una variante de cada especie presentd concentraciones traza o carecié de
alguno de los isoprenoides. Este estudio es el primero en documentar la presencia de
terpenoides en nopalitos de Opuntia spp. En las cinco especies de Opuntia estudiadas,
la B-amirina fue el compuesto mas abundante, y el &cido oleandlico el menos
abundante. Opuntia albicarpa tuvo las diferencias varietales mayores, mientras que la

especie silvestre O. streptacantha no vario varietalmente al respecto.
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Capitulo IX. Discusion general

La diversidad de especies y variantes del género Opuntia esta también reflejada en la
variabilidad de las caracteristicas fisicas de sus semillas, las cuales, en general, son un
rasgo asociado con la capacidad de las especies para dispersarse y establecerse en
sitios con condiciones climaticas diversas (Adewale et al., 2012; Leishman y Murray,
2001; Obeso et al., 2011; Stintzing y Carle, 2005). El proceso de humanizacion de
algunas especies de este género indujo cierta variabilidad en caracteres morfolégicos
de diferentes 6rganos y estructuras de las plantas, i.e. la longitud, anchura, grosor y
biomasa de semillas y de los frutos, en la composicion quimica de los nopalitos y los
frutos, i.e. polisacaridos (Lopez-Palacios et al., 2012 y 2015; McKey et al., 2010;
Pefia-Valdivia et al., 2012; Pickersgill, 2007), y en las caracteristicas fisioldgicas y
biofisicas de los nopalitos, i.e. firmeza, permeabilidad de las membranas celulares,
sélidos solubles totales, contenido de acido malico, potencial de agua y potencial
osmotico (Garcia-Nava et al., 2015).

En este estudio las variaciones inter- e intraespecificas en la biomasa del fruto,
namero de semillas y caracteristicas de semillas se observaron en variantes de
especies reconocidas por Reyes-Aguero et al. (2005) por poseer grados diversos de
humanizacion. Los resultados mostraron que las especies con grado mayor de
domesticacion O. albicarpa y O. ficus-indica (Reyes-Aguero et al., 2005) tuvieron frutos
con biomasa de fruto, pulpa y semillas (normales y abortadas) mayores que la especie
silvestre 0 menos humanizada (O. streptacantha) (p < 0.05; Figuras 3.3, 3.14 y 3.15).
Estos resultados muestran las modificaciones relacionadas con el sindrome de
domesticacion y confirman los resultados de Barbera et al. (1992), Diaz-Medina et al.
(2007), Felker et al. (2005), Inglese et al. (1995), Parish y Felker (1997) y
Reyes-Aguero et al. (2005), quienes sefialan que el fruto de O. albicarpa y O.
ficus-indica es mayor que el de especies con humanizacion menor o silvestres, como
O. streptacantha.

El incremento en el tamafo del fruto es uno de los efectos asociados a la
seleccién humana (Colunga et al., 1986; Reyes-Agtiero et al., 2005) y forma parte del

sindrome de domesticacion de muchas otras especies. Es probable que las diferencias
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intraespecificas en el tamafo del fruto de variantes cultivadas y silvestres se deban a
extremos de variacion natural. Puede ser también que en la domesticacion incipiente
los fenotipos con cladodios vigorosos y frutos de tamafio mayor fueran reconocidos y
establecidos en forma vegetativa en solares y parcelas de cultivo (Colunga et al., 1986;
Pimienta-Barrios y Mufioz-Urias, 1995). Asi, esas poblaciones que persistieron en los
ambientes humanizados contribuyeron a incrementar la diversidad de tamafio y forma
del fruto.

También se observé incremento en el nUmero de semillas por fruto y en anchura y
longitud del fruto con el aumento de la humanizacién (p < 0.05; Figuras 3.8 y 3.12 A).
La tendencia al incremento de la relacion semillas normales/abortadas en los frutos en
este estudio concuerda con lo registrado por Aguilar-Estrada et al. (2003) y
Reyes-Aguero et al. (2005), y con su sefialamiento de que el incremento de las semillas
abortadas esta directamente relacionado con las presiones de seleccion humana, lo
gue se contrapone a la reduccion en el numero de semillas normales, la biomasa del
fruto y el grosor de la semilla. Zohary (2004) sefialé que las especies perennes
humanizadas, como las de arboles frutales, generalmente presentan facilidad natural
de reproducciéon sexual en sus variantes silvestres; asi, por medio de la propagacion
vegetativa puede realizarse la multiplicacion de algun individuo excepcional y realizar lo
gue Harlan (1992) denomina domesticacién instantanea. Asi, el nimero alto de
semillas abortadas en O. albicarpa y O. ficus-indica (Figuras 3.14 y 3.15), favorece la
aceptacion del fruto sin menoscabo reproductor, pues son especies facilmente
clonables por los productores.

En este estudio también se obtuvo la grafia quimica preliminar en nopalitos de 14
variantes de cinco especies extremas del gradiente de humanizacién (O. ficus-indica y
O. streptacantha), identificado por Reyes-Aguero et al. (2005), para conocer las
diferencias inter- e intraespecificas de los grupos de metabolitos secundarios en ellas.
Los resultados mostraron que dichos nopalitos son fuente de &cidos fendlicos,
flavonoides y terpenoides (Figura 5.1). Sobresalio la presencia de los terpenoides ya
que solo se habian registrado en flores de O. ficus-indica y O. stricta (Ammar et al.,
2012), mientras que los compuestos fendlicos (acidos fenolicos y flavonoides) ya se

han encontrado en varias especies y en diversos organos de Opuntia (Abdel-Hammed
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et al., 2014; Benayad et al., 2014; Chahdoura et al., 2014; Guevara-Figueroa et al.,
2010; Kuti, 2004; Lee et al., 2002; Morales et al., 2012 y 2014; Moussa-Ayoub et al.,
2014; Osorio-Esquivel et al., 2011; Saleem et al., 2006; Santos-Zea et al., 2011).

La ausencia de espinas en los cladodios de O. ficus-indica (Bravo, 1978) pudo
haber propiciado un incremento en el metabolismo secundario de la planta como
mecanismo compensatorio de proteccion (Nassar y Lev-Yadun, 2009) contra la
irradiacion solar alta y las temperaturas extremas. La irradiacion solar alta es un factor
abidtico que pudo haber incidido en el proceso evolutivo y adaptativo de las especies
de Opuntia (Nobel, 1988), lo que podria explicar la concentracion mayor del contenido
de compuestos fendlicos derivados del &cido hidroxibenzoico (acidos galico,
p-hidroxibenzoico, vainillinico y siringico) y de flavonoides en O. ficus-indica que en O.
streptacantha y O. megacantha con humanizacibn mayor, menor e intermedia,
respectivamente (Figuras 6.3 y 7.3). Ambos grupos de compuestos actian como
mecanismos antioxidantes que permiten a la planta tolerar ambientes abioticos
generadores de estrés, como las temperaturas extremas (Horvarth et al., 2007),
restriccion de humedad (Galieni et al., 2015) y periodos prolongados de exposicion a la
radiacion solar (Carvalho et al., 2010; Hichri et al., 2011). Al respecto, se ha
documentado que los flavonoides se acumulan de manera considerable en las células
epidérmicas, ceras y tricomas, y en condiciones de estrés abidtico se activa el
mecanismo molecular que los sintetiza (Ferreyra et al., 2012). Observaciones similares
se han hecho para los terpenoides (Pefiuelas y Lluisa, 2002); en este estudio estos
compuestos se detectaron en concentracion mayor en O. hypticantha y menor en O.
ficus-indica, con humanizacion mayor y menor, respectivamente (Figura 8.2). Estos
compuestos también han sido postulados como barrera quimica contra insectos y otros
herbivoros (Tholl, 2006); debido a esta caracteristica, su abundancia en una de las
especies silvestres puede entenderse como una proteccion quimica. Esta funcion se
comparte con los compuestos derivados del acido hidroxicinamico (acidos galico, p-
hidroxibenzoico, vainillinico y siringico), los cuales ademas estan involucrados en la
composicién y estructura de la pared celular (Benayad et al., 2014). La presencia de
algunos derivados del acido hidroxicinamico se ha documentado Unicamente en las

flores de Opuntia; por ello, esta evidencia de su presencia en nopalitos (Cuadros 6.1 y
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6.2) es novedosa y fundamenta investigar sus funciones en estos tejidos y su relacion
con el proceso de domesticacion de Opuntia.

En las especies identificadas en los extremos del gradiente de humanizacion, O.
ficus-indica y O. streptacantha, reconocido por Reyes-Aguero et al. (2005) con
caracteristicas morfolégicas, comprobado por Garcia-Nava et al. (2015) con
caracteristicas biofisicas y fisiolégicas de los nopalitos, y por Lopez-Palacios et al.
(2015) con caracteristicas fisicas de las semillas y frutos, en general también se
cuantificaron los contenidos extremos del total de los derivados del acido
hidroxicinamico de las cinco especies (Figura 6.3). Asi, resultados parciales de la
composicion quimica permiten identificar en las especies mas humanizadas tendencias
crecientes en contenido de compuestos fendlicos y decrecientes de terpenoides
(Figuras 6.3, 7.3 y 8.2). Esto permite postular que los cambios en la presencia de
algunos metabolitos secundarios pueden ser mecanismos adaptativos a los ambientes
humanizados y a la eliminacion de las espinas, lo cual también podria ayudar a explicar
gue las especies mas domesticadas presenten diferencias intraespecificas mayores
(p = 0.05) en el contenido de acidos fendlicos (O. ficus-indica) (Figuras 6.4-6.7) y
terpenoides (O. albicarpa) (Figuras 8.2-8.4).

La hipétesis planteada en este estudio fue que los caracteres fisicos de frutos y
semillas de nopal, y los metabolitos secundarios de los nopalitos, inherentes de cada
especie, pueden ser modificados debido al proceso de humanizacion. Al respecto, los
resultados obtenidos en este estudio permiten reconocer un gradiente con base en los
caracteres inherentes de los frutos y semillas, y en la composicion de los metabolitos
secundarios identificados (Figuras 3.15, 6.3, 7.3 y 8.2), en el cual las especies
humanizadas sobresalen por sus frutos de tamafio mayor y abundantes semillas, con
nopalitos donde algunos metabolitos secundarios se incrementaron (compuestos
fendlicos) y otros disminuyeron (terpenoides). Asi, se establece que no sélo las
estructuras fisicas y de interés antropocéntrico se modifican por humanizacion, sino
gue la composicién quimica relacionada con el metabolismo secundario también se
altera. Observaciones similares se han hecho en otras especies como frijol (Phaseolus
vulgaris), maiz (Zea mays), trigo (Trititcum sativum) y yuca (Manihot sp.) (Galindo,
2006; Harlan, 1992; Mondolot et al., 2008; Pefa-Valdivia et al., 2011; Sételo et al.,
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1995). En nopalito esta tendencia se observo en la composicion de los polisacaridos
estructurales y su relacion con la aceptacion del consumidor (Lépez-Palacios et al.,
2012; Pefia-Valdivia et al., 2012). Las variaciones inter- e intraespecificas detectadas
en este estudio son muestra de la diversidad del género, la complejidad de su
evolucion y el impacto de la humanizacién. Falta avanzar en los detalles del papel
fisiologico de los metabolitos secundarios en el género Opuntia y su relaciéon con los

ambientes en los que cada especie prevalece.
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Capitulo X. Conclusiones generales

Como resultado de la domesticacion de Opuntia existen diferencias significativas
en el tamafo de los frutos y en la proporcion de sus componentes. La biomasa del
fruto y de su pulpa en las especies mas domesticadas fue mayor y menos variable.
También, estas especies presentan mayor nimero y biomasa de semillas normales
y abortadas, y mas longitud y anchura en sus semillas normales.

La domesticacidén carecidé de relacion significativa con el grosor y dureza de las
semillas. La especie menos domesticada, O. streptacantha, tiene proporcion mayor
de cascara y menor de pulpa que las especies con grado mayor de domesticacion.
La biomasa mayor del fruto resulta de proporcibn mayor de pulpa y menor de
semilla y cascara.

El mapeo fitoquimico permitié reconocer la presencia de fenoles, flavonoides y
terpenoides en nopalitos de Opuntia.

Se reconocié la presencia de ocho tipos de acidos fendlicos, cinco flavonoides y
tres terpenoides aunque su distribucion dentro de las especies y entre las variantes
fue diversa.

Por primera vez se documenta la presencia de los acidos clorogénico, siringico y
vainillinico en nopalitos de Opuntia.

Los nopalitos de O. ficus-indica tienen la concentracion menor de acidos fendlicos
derivados del acido hidroxicinamico y los de O. hyptiacantha la menor. Las mismas
tendencias se observaron en la concentracion de terpenoides.

De cada grupo de metabolitos estudiados en los nopalitos de Opuntia spp., los mas
abundantes fueron el acido galico y quercetina de los compuestos fendlicos y
B-amirina en los terpenoides.

La variacion intraespecifica de acidos fendlicos en los nopalitos fue mayor en O.
ficus-indica y O. albicarpa en los terpenoides.

Las variaciones inter- e intraespecificas encontradas son muestra de la diversidad
del género y como parte del proceso de adaptacién y evolutivo de cada una de las

especies de Opuntia.
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Abstract Domestication is an evolutionary process
that culminates with the origin of individuals or
populations that are morpho-physiologically,
chemically and genetically different from their wild,
congeneric relatives. The aim of the present study was
to quantify the inter- and intra-specific variation in
fruit biomass, number of seeds, and physical charac-
teristics of seeds in O. streptacantha Lem., O.
hyptiacantha F.A.C. Weber, O. megacantha Salm-
Dyck, O. albicarpa Scheinvar and O. ficus-indica (1.}
Mill., the least, intermediate, and most highly domes-
ticated species. The hypothesis was that selecting
larger fruits with fewer and softer seeds (normal and
aborted) during domestication reduced the interspeci-
fic variation in fruit biomass, number of seeds, and
physical characteristics of seeds in Opuntia spp.,
Cactaceae. For fruits of 89 variants of the Southem
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Mexican Plateau, total biomass and biomass of pulp
with seeds was quantified; seed length, width, thick-
ness and dehydrated mass were measured, as well as
hardness of normal seeds. The total number of seeds
was quantified and normal and aborted seeds were
counted separately. A randomized design, with 89
treatments (variants) and six replicates and a fruit as
experimental unit per treatment was used. The data
were analysed by ANOVA, Tukey’'s multiple com-
parison test {(p < 0.03), multivariate ordination {prin-
cipal components analysis) and classification
(clustering analysis). Inter-specific analysis indicated
that fruits of the most highly domesticated variants {O.
albicarpa and O. ficus-indica) had higher biomass
(p < 0.03), followed by those of Q. hyptiacantha and
0. megacantha and wild variants of O. streptacantha,
and non-significant differences existed in seed thick-
ness or hardness. Fruit and pulp biomass were
positively and significantly correlated with seed
biomass. Species with greater domestication clustered
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according to their larger fruits (>117.83 g) and the
greater number of aborted seeds (>65). Domestication
of Opuntia has also modified seed dimensions and
increased the number of aborted seeds per fruit (<11
to >65).

Keywords Domestication - Fruit biomass - Opuntia
seeds - Opuniia species - Physical characteristics of
seed - Prickly pear

Introduction

Human-induced changes in biota reflect an evolution-
ary process defined by natural and artificial selection;
this process begins with the selection of certain wild
individuals or populations for their desired character-
istics, and it results in genetic and morphological
attributes that differentiate the new individuals from
their wild relatives (Pickersgill 2007; Perales and
Aguirre 2008). This process is gradual and continuous,
and its speed and depth depend on the species (Perales
and Aguirre 2008) and on the level of interaction with
humans. The combination of morphological, physio-
logical, biochemical and genetic differences between
domesticated species and their wild congeneric
relatives constitutes the domestication syndrome; in
some cases, the ability of the domesticated species to
survive m natural environments decreases (Zohary
2004). The atwibutes that define the domestication
syndrome include diverse modifications, such as a
decrease in dispersal capacity or in the number of viable
seeds, enlargement of organs of interest to humans,
modification of sexual reproduction, a decrease in seed
latency capacity, and loss of chemical or mechanical
protection against herbivores (McKey et al. 2010
Pefia-Valdivia et al. 2012; Pickersgill 2007).

Opuntia and Mammillaria are the genera with the
greatest diversity and widest distribution in the family
Cactaceae; Opuniia includes 188 species, 78 of which,
with both wild and cultivated variants, are native to
Mexico {Anderson 2001). Continuous and systematic
gathering of Opuniia organs of interest to humans has
favored the persistence of variants with “nopalitos”
(edible cactus pads or cladodes), fruits, or both, with
exceptional characteristics, likely because from the
start of their humanization variants with these traits
were tolerated, favored, or cultivated {Reyes-Agiiero
et al. 2009).

@ Springer

Measuring degree of domestication within and
between species is already very problematic. Reyes-
Agitiero et al. (2005) were able to identify the level of
domestication based on a multivariate analysis of 42
morphological characteristics of the plants, cladodes,
nopalitos and fruits of 483 accessions. The cited
authors determined that O. sfrepfacantha Lem. repre-
sented the wild end of the spectrum, followed by O.
hyptiacantha F.A.C. Weber and O. megacantha Salm-
Dyck, with an intermediate level of domestication. On
the other end of the spectrum, with the highest level of
domestication, were (. albicarpa Scheinvar and O.
Jicus-indica (L.) Mill. Among the changes that
occurred with domestication, these authors identified
an increase in pulp sweetness and fruit size, a decrease
in the number and hardness of seeds and a change in
the proportion of aborted seeds per fruit.

In Opunsia genera also an inter- and intra-specific
physiological and chemical variability has been ob-
served. Garcia-Nava et al. (2014) evaluated nopalitos
of 15 variants of five Opuntia species sampled from
plants without irrigation for 60 days; much bigger
differences were present when they compared turgor
potential (fivefold), osmotic potential (up to 35 %),
membrane permeability (36 %), firmmess (20 %) and
tissue water potential (W) (12 %) among wild
variants of O. strepracantha, and this heterogeneity
widely contrasted with the homogeneity among culti-
vars of (. ficus-indica. Similarly, Lopez-Palacios et al.
(2012} contrasting the content of structural polysac-
charides in nopalitos of 14 variants of five species of
Opuntia documented the greatest differences in mu-
cilages {up to 50 %) within wild variants of O.
streptacantha and O. hyptiacantha than in domesti-
cated species. Meanwhile in a study regarding the
polysaccharides and dietary fiber abundance in the
most consumed Mexican cultivars of nopalitos, in-
cluding 10 cultivars of O. ficus-indica (L.) Mill.,
significant and wide variation were observed among
the cultivars in structural polysaccharides: mucilages
[from 3.8 10 8.6 % dry matter (DM)], pectins (from 6.1
to 14.2 9% DM), loosely boumd hemicelluloses (from
4310 10.7 % DM), tightly bound hemicelluloses (from
2.2 to 4.7 % DM), cellulose (5.0 to 14.0 % DM),
soluble fiber {16.0 to 30.0 % DM), and insoluble fiber
(7.8 to 16.2 % DM) (Pefia-Valdivia et al. 2012).

In Opuntia, the effect of domestication on the
morphological characteristics of the seeds has been
partially documented (Aguilar-Estrada et al. 2003). The
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interest in seeds arises due to its relationship with aspects
of fruit quality for human consumption (Aguilar-Fstrada
et al. 2003; Barbera et al. 1994). In an analysis of the
Ttalian cultivars of O. ficus-indica, Gailla and Rossa, the
size of the fruit depended on the number and weight of
seeds per fruit. Pulp weight was positively and sig-
nificantly correlated with the number of seeds, and the
ratio of normal to aborted seeds was constant, indepen-
dent of their total number in the fruits (Barbera et al.
1994). Aguilar-Estrada et al. (2003) documented that the
Opuntia fruits have, on average, 229 seeds, of which 186
are normal and 43 are aborted. However, these attributes
varied across species, variants, cultivars, and conditions
during plant development (Barbera et al. 1994). The pulp
of the prickly pear develops from the outside of the
epidermal cells of the funicular wrapping and the
fumiculus of both types of seeds (Pimienta and Engleman
1985), and the pulp content depends on the number of
seeds in the fruit. However, in cultivars for fruit
production, preferred variants have few, small seeds,
with a high abundance of aborted seeds (Aguilar-Estrada
et al. 2003; Barbera et al. 1994).

The aim of the present study was to quantify the
inter- and intra-specific variation in fruit biomass,
number of seeds, and physical characteristics of seeds
in O. streptacantha, O. hyptiacantha, O. megacantha,
O. albicarpa, and O. ficus-indica, this identified as the
most highly domesticated species. The hypothesis was
that selecting larger fruits with fewer and softer seeds
(normal and aborted) during domestication reduced
the inter-specific variation in fruit biomass, number of
seeds, and physical characteristics of seeds in Opuntia
spp., Cactaceae.

Materials and methods

Botanical material was obtained from commercial
plantations, experimental prickly pear plantations,
home gardens and wild nopal plants populations in 29
localities of the Southern Mexican Plateau as reported
by Reyes-Agliero et al. (2005). Six fruits of 89 variants
of five species with extreme and intermediate levels of
domestication were collected; the number of variants
accessions per species was variable (Table 1). The
passport information of these accessions is provided in
Supplementary Table S1.

For fruits, total pulp with seeds and seed-only
biomass were determined; the percentages of pulp,

seeds and skin were also measured. The total number
of seeds per fruit and the number of normal versus
aborted seeds were quantified; for normal seeds,
dehydrated mass, length, width, thickness and hard-
ness were quantified. For these measurements, seeds
were separated from the pulp with the help of a
domestic blender with blunt blades. The pulp was
mixed with 1 L of water, and the blades were activated
for 45 s at low speed. The jar contents were poured
through a strainer with 48 holes/cm”. To eliminate the
remains of funicular wrappings, the strainer with seeds
was put under running water. Seeds were then set in
Petri dishes and were left to dry at room temperature in
the laboratory (26 + 2 °C) for 3 days. Dry seeds were
kept in paper envelopes at the same temperature.

Fruit and pulp biomass were quantified using a beam
balance (Precisa model XB2200C, Switzerland, with
+0.1 g precision). Dry seed biomass was measured with
an analytical balance (Scientech model SA120, USA,
with £0.0001 g). Seed dimensions were measured with a
caliper (Caliper-Mitutoyo, Japan; digital, with
+0.0001 cm precision); hardness was quantified, with
six repetitions per fruit, by the energy necessary to
compress each seed to 50 % of its thickness with an
universal test machine {Instron Model 1000, USA) and
with a load cell of 4.9 kN (500 kgg).

A completely randomized experimental design was
used to assess the 89 treatments or nopal variants, with six
fruits as experimental unit. Frequency distribution of fruit
size and seed biomass and of size and hardness of seeds
were tested for normality based on the graphic residual
analysis and the Shapiro-Wilks test with the InfoStat
software (Version 2011e) (Balzarini et al. 2008; Di-
Rienzo et al. 2011). Variables were transformed when the
normality assumption was not met. The data were
analyzed with ANOVA, Tukey’s multiple comparison
test, Pearson’s correlation and multivariate Principal
Components Analysis {PCA), and clustering (mean
distance method). Statistical analyses were performed
with the SAS statistical package (version 9).

Resulis and discussion
Fruit biomass
The range in fruit biomass for the five species included

in this smdy was between 30 and 230 g. The least
variable fruits were from O. ficus-indica and
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Table 1 Nopal species (Opuniia spp.}, variants and mumber of accessions (N.A.} included in the smdy

Species and variants N.A. Species and variants N.A Species and variants NA.
0. streptacantha Lem. Chamacuero Monteza 1 Bola de Masa 3
Burra 1 Chirriona 4 Burro 4
Carddn 1 Cuervo Tuna 2 Burrona 5
Carddn Potosino 2 Jagiiefio 4 Copa de Oro 11
Charola 2 Jarilla 2 COPENA T12 10
Demshik#ja 5 Jarilla Grande 6 Cristalina 7
Isbind 1 Jarrilla Kaja 4 Cristalino 5
Jocoquillo 6 Manso Apastillada 4 Dadokdja 4
Sandia 2 Mieluda 3 Esmeralda 5
Santo Tomas 3 Morada de San Martin 6 Fafayuco 3
Trompa de Cochino 1 Naranjona 2 Gavia 5
Naranjona Dulee 1 Mango 2
O. hyptiacantha F.A.C. Weber Naranjona Helia 2 Octubrena 3
Amarilla 24 1 Oshikdja 1 Papantdn 8
Blanca Victoria 1 Pico Chulo 7 Papino 2
Camueso 2 Reventon 11 Reyna 4
Carddn Blanco 5 Roja Saeta 1 Reynita 1
Carddn de la Papas 1 Rojo 10 3
Jaquefia 5 Rubi Reyna 5 0. ficus-indica (L.} Miller
Jokja 1 Sangre 1 Copena F1 3
Ladrillo 1 Sangre de Toro 1 Amarilla Milpa Alta 5
Nistokajd g Sangrita 1 Amarillo Huevo 2
Pachén 5 Sgt-INIFAP 1 Atlixco 1
Tonikaja 5 Camuesa 2
0. megacantha Salm-Dyck Torreoja 1 Doctor Mora 4
Amarilla China 1 Tzebek#ja 4 Liso 4
Amarilla Mansa 2 Liso Blanco 1
Amarilla Monteza 2 0. albicarpa Scheinvar Liso Forrajero 13
Amarilla Naranjona 3 Amarilla Olorosa 1 Promotora 1
Amarilla Ralefia 1 Amarilla Pera 5 Solferino 7
Apastillada Anaranjada 2 Anaranjado 2 Telokdja 6
Astikija 1 Blanca 4 Telokdja Roja 6
Bola de Masa 5 Blanca Chapeada 3

0. albicarpa (CV = 25.73 and 26.11 %, respective-
ly). The frequency distribution of fruit sizes was also
different among species and was only symmetrical
arcund the mean for 0. megacantha and O. albicarpa.
In O. ficus-indica, the distribution was biased towards
larger fruits with peaks at 110, 130 and 170 g.
Biomass variability in Q. hyptiacantha fruits was high
{CV = 42.08 %), without dominance of any one size

(Fig. 1A-E).
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The intra-specific differences in fruit biomass were
significant (p < (.03). In all species, the range within
variants represented approximately 50 % of the
biomass (Fig. 2A}). These differences were greater in
0. megacantha and O. albicarpa, as reflected in their
frequency distributions.

The inter-specific mean biomass of fruits was also
significant (p < 0.05; the ANOVA analysis informa-
tion is provided in Supplementary Table $2). The
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coefficient of variation

more domesticate species 0. ficus-indica and .
albicarpa had the fruits with the highest biomass out
of the five species, twice that of the fruits of O.
strepfacantha, the smallest fruits (Fig. 3A).

Reyes-Agiiero et al. (2009) recorded the range in
biomass of O. strepracantha, 0. hyptiacantha and O.
megacantha fruits (from 23.5 to 116.4, 23.7 to 199.9,
and 29.8 to 256.4 grespectively), and the values found
in this study fall within these ranges (Figs. 1A-C, 2A,
3A). In contrast, Parish and Felker (1997} found that
the fruits of the same species, belonging to variants
with commercial value, showed greater biomass (117
and 160 g) (Fig. 3A).

The differences between values in the literature and
those found in the present study (Fig. 3A) might have
occurred due to the diversity of the variants and the
growing conditions before harvest. The weight of O.
ficus-indica fruits is affected by the time of sprouting

of the flower bud and the number of fruits in the
cladode. Therefore, the buds that sprout earlier
generally form fruits with higher biomass than the
cladodes in which only six fruits develop (Inglese et al.
1994; Wessels and Swart 1990).

Opuntia ficus-indica is the most studied and
documented species due to its worldwide distribution
and high level of domestication (Barbera et al. 1992;
Griffith 2004), which is also reflected in its fruit
biomass. In fact, Reyes-Agiiero et al. (20053), based on
a sample of fruits from 72 cultivars in 17 localities
from eight states of Mexico, recorded a range in
biomass between 86 and 146 g, but there were [ruits
with only 45 g{atraditional variety without seeds) and
up to 223 g In some cultivars, such as Amarilla
Huesona, Amarilla Naranjona and Rojo Peldn, fruits
ranged between 114 and 143 g (Pimienta-Barrios
1994); in Gialla and Rosa, they ranged from 135 to
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146 g (Barbera et al. 1994; Schirra et al. 1999) and
between 114 and 152 g (Parish and Felker 1997),
respectively; in harvests from Argentina, fruits
weighed between 112 and 212 g (Felker et al. 2005);
in Tenerife Island, Spain, they weighed 98 g (Diaz-
Medina et al. 2007), and in Ttaly, commercial fruits
weighed between 80 and 160 g (Inglese et al. 1995).
This variation in fruit biomass in Q. ficus-indica was
also recorded in cultivars of the present study
(Figs. 2A, 3A).

Theresults shown (Figs. 1A-E, 2A, 3A;the ANOVA
analysis information is provided in Supplementary
Table S3) also support the hypothesis of a direct
relationship between fruit size and domestication, and
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confirm records from other authors (Barbera et al. 1992,
Diaz-Medina et al. 2007; Felker et al. 2005; Inglese etal.
1995; Parish and Felker 1997; Reyes-Agiiero et al.
2005) who reported that the fruits of O. albicarpa and G.
ficus-indica are larger than those of wild or less
domesticated species, such as Q. streptacantha. The
increase in fruit size is one of the effects associated with
selection by humans (Colunga-Garcia et al. 1986,
Reyes-Agiiero et al. 2005) and is part of the domesti-
cation syndrome in many other species. It has been
postulated that the differences in the sizes of fruits
between cultivated and wild species are due to differing
ploidy (Pimienta-Barrios 1994), but natural extreme
fruit size variation, hybridization, and mutations are also
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possible in Opuntia genus. During humanization, phe-
notypes with vigorous cladodes and larger fruits were
probably identified and cultivated in home gardens and
cultivated parcels in semiarid regions (Colunga-Garcia
et al. 1986; Figueroa et al. 1980; Pimienta-Barrios
1994). Therefore, these populations persisted in an-
thropic environments and contributed to the diversity in
fruit size and shape.

Fruit pulp biomass

The range in fruit pulp biomass in the five species was
14-146 g. The fruits of Q. albicarpa and 0. ficus-
indica were the least variable (CV = 2841 and
32.05 %), and those of 0. hyptiacantha showed the
greatest variability (CV = 42.71 %). The frequency
distributions of pulp biomass, similar to those of fruits,
were different between species; it was symmetrical
around the mean only in O@. megacantha, and in
0. hyptiacantha it had two peaks. The range
in O. streptacaniha was 13-49 g with a mode of
26 g; in 0. megacantha, O. albicarpa and O. ficus-

indica, the ranges were from 14 to 98, 26 to 146 and 14
to 122 g, and the modes were 62, 74, and 50 g,
respectively (Fig. 1F-I).

Intraspecific variation in pulp biomass showed
significant differences (p < 0.05). In O. streptacan-
tha, fruits of the variety Isbini showed the lowest
amount of pulp, and those of the Charola variant
doubled it. Cardén Blanco of 0. hyptiacantha con-
tained twofold of pulp amount than Camueso. The
largest contrast was between variants of 0. megacan-
tha, Cuervo Tuna and Naranjona Helia, which had
almost five times more pulp. In Q. albicarpa, Reina
had significantly less pulp than Cristalina. The
extremes in pulp weight cultivars of O. ficus-indica
were COPENA F1 with the lowest content and Doctor
Mora with the highest content. These results indicate
that the range in pulp content increased: 23, 52, 100,
76 and 58 % in O. streptacantha, O. hyptiacantha, O.
megacantha, O. albicarpa and O. ficus-indica, respec-
tively (Fig. 2B).

The mean biomass of fruit pulp was different
between species, from 26 g in O. streptacantha to 62
and 69 gin Q. albicarpa and O. ficus-indica (Fig. 3A).
In contrast, it expressed as percentage of fruit biomass
was lower (p < 0.05) in O. streptacantha and not
significantly different from the remainder of the
species (p > 0.05; Table 2).

There is limited information on pulp content in
fruits of O. streptacantha and O. hyptiacantha. The
whole fruit weight (71 and 76 g) and pulp content (52
and 47 % pulp) estimated by Parish and Felker (1997)
was greater than i the present study. In contrast,
Reyes-Agliero et al. (2009) recorded fruit pulp
percentages between 32.7 and 46.9 % for 0. strepta-
cantha and between 46.1 and 34.8 % for O. hyp-
fiacantha, values similar to that recorded in the present
study (Table 2).

Fruit pulp content in Q. megacantha (Fig. 3A) was
also lower than that of certain commercial variants
{between 72 and 79 g) and those assessed by Parish
and Felker (1997), but it was within the interval
{(between 12.1 and 132.7 g) described by Reyes-
Agiiero et al. (2009) for diverse variants of the same
species. The relative proportion of pulp in the fruit
{from 54 to 57 %), obtained by these authors, was
slightly above the found in the present study (530 %;
Table 2). The differences in some of the results may
be due to the great diversity of variants within the
species (Colunga-Garcia et al. 1986; Reyes-Agiiero
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Table 2 Relative proportion (%) of pulp, seeds and skin in fruits of five species of Opuntia

Species Pulp (%) Seeds (%) Skin (%)
0. streptacantha Lem. 44.13b 3.62a 52.25a
O. hyptiacantha F.A.C. Weber 53.6% 3.28a 43.03b
0. megacantha Salm-Dvck 50.36a 2.98b 46.66b
Q. albicarpa Scheinvar 54.51a 3.10b 42.38b
0. ficus-indica (L.) Mill. 52.74a 3.07b 44.15b

Values followed by different letters within columns are statistically different (p > 0.05)

et al. 2005). The present study confirms the great
richness of variants {Table 1) and their variability in
fruit hiomass (Fig. 2A) and pulp content (Fig. 2B).
Moreover, the variants studied by Parish and Felker
(1997) partially differed from those included in this
study because those authors studied only commercial
variants, whereas in this study, variants from very
diverse environments were included.

Information regarding the fruits of 0. albicarpa
variants is scarce in the research literature. Pimienta-
Barrios {1994) recorded 106 g (56 %) of pulp in the
Alfajayucan variant, and Mondragén-Jacobo and
Pérez-Gonzilez (1994) recorded 67 % in the Reyna
variant. These values are similar to those reported for
the Naranjona Helia variant, with close to 100 g of
pulp per fruit (Fig. 2B) but greater than the mean
proportion (54 %) of the 22 accessions of O. albicarpa
included in the present study (Table 2). There are
estimations of fruit pulp in Q. ficus-indica between 46
and 81 g per fruit (Barbera et al. 1994; Diaz-Medina
et al. 2007; Parish and Felker 1997, Pimienta-Barrios
1994), but Reyes-Agliero et al. (2009) recorded a
wider range, between 14.2 and 170.1 g, which
matches the range found in the present study
(Figs. 2B, 3A). The relative content of pulp in the
fruits depends on the variant and its origin; in the
cultivars from Mexico, this parameter varies between
39 and 55 % of the fruit {(Parish and Felker 1997;
Pimienta-Barrios 1994). This range coincides with
results from the present study (Table 2) and suggests
that the variability of this trait is relatively stable in O.
albicarpa and O. ficus-indica. In contrast, fruits from
Italy are less variable and contain approximately 60 %
pulp (Barbera et al. 1994).

In general, the hypothesis of an increase in pulp
content in fruits with a greater level of domestication
was confirmed (Figs. 2B, 3A), as was a decrease in the
proportion of skin (Table 2). The greater proportion of

@ Springer

skinin O. Ayptiacantha and O. streptacantha (52.5 and
47.7 %) fruits than in those of Q. megacantha and 0.
ficus-indica (37.4 and 35.8 %) was recorded by Parish
and Felker (1997). Additionally, fruits from cultivars
of 0. ficus-indica with biomass between 140 and
160 g adapted to cold, higher altitude zones showed a
greater proportion of skin (59.7 %) than those from
warmer environments {50 %) (Felker et al. 2005).
According to Bachmann (1978), the size increase of
cells or organs correlates with decreases in surface/
volume and can alter metabolism and cellular pro-
cesses such as nutrient absorption. Moreover, smaller
cells respond faster to environmental changes, and
therefore, in some organisms there is an increase in the
proportion of cells in developing organs as an
adaptation to the environment. The reduction in the
skin proportion that accompanies the domestication of
Opuntia is not likely to affect the final development of
the fruit because photosynthetic activity only supports
pulp production before maturity (Pimienta and Engle-
man 1985) and because a relative reduction in skin
occurs mainly due to reduced thickness. ITn wild
species, which frequently develop under stressful
conditions, the higher proportion of skin could com-
plement the metabolic activity of vegetative organs
and offer greater protection and iselation of the fruit.
In this regard, it has been noted that skin tissues are
similar to those in cladodes, but the former have better
developed mucilaginous ducts and their cells in the
crust are organized irregularly (Corrales-Garcia 2003;
Pimienta and Engleman 1985).

Seed biomass per fruit

The biomass of normal seeds of the five species varied
between 0.3 and 8.7 g per fruit. The frequency
distribution of the biomass of this type of seeds in
fruits of O. streptacantha and O. megacantha was
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symmetrical and uni-modal; 0. ficus-indica and O.
albicarpa showed very asymmetrical distributions
with very high atypical values (7.5 and 8.7 g per fruit,
respectively); O. hyptiacantha differed from other
species with a flat distribution. In addition to these
differences, it was also observed that the mode in the
hiomass of normal seeds per fruit increased from 2.1 g
in O. streptacantha to 3.3 g in O. megacantha and O.
albicarpa, and 3.9 g in O. ficus-indica (Fig. 4A-E).
Ninety percent of the pulp is formed by cells of the
parenchyma that originate in the dorsal epidermis of
the funicular wrapping; the other 10 % is tissue of the
funiculus (Pimienta and Engleman 1983). For this
reason, the bigger fruits from species considered more
domesticated have higher seed biomass.

Biomass of normal seeds varied (p < (.05} within
species, and the range increased with domestication.
In O. strepracantha, the difference between Isbini and
Charola with extreme values of normal seeds was
45 %. In O. hyptiacantha, the difference between
Camueso and Cardén Blanco increased to 56 %, but
the greatest differences (between 60 and 68 %) were
recorded in O. megacantha, 0. albicarpa and O. ficus-
indica in variants such as Cuervo Tuna and Naranjon
Helia, Reina and Cristalina, and Copena F1 and
Doctor Mora, respectively (Fig. 2C).

The biomass of normal seeds per fruit increased
from fruits of O. strepracantha which had, on average,
2 gofseeds, most of which were normal, to those of O.
albicarpa and O. ficus-indica which had on average
3.5 g of normal seeds (3.8 g of total seeds) (Fig. 3B).

The distribution of biomass frequencies of aborted
seeds differed between species, but for all five species,
it was symmetrical and not modal; the extremes of the
complete interval were 0.06 and 1.62 g per fruit
(Fig. 4F-J). Asymmetry to the left indicated that the
fruits with low biomass of aborted seeds were frequent
in the five species, independent of their level of
domestication. The intervals increased with domesti-
cation degree, as did frequencies. Fruits of O. strep-
tacantha showed, on average, between 0.06 and 0.42 g
of aborted seeds per fruit. Those of O. ficus-indica and
O. albicarpa showed greater intervals, with a max-
imum of 1.0 and 1.6 g, respectively (Fig. 4F-J}.

Variants within species showed large and sig-
nificant differences (p < 0.03) in the content of
aborted seeds; with the exception of Q. ficus-indica,
there were some variants with <0.05 g of aborted
seeds per fruit, such as Ishini, a variant of

0. streptacantha, Pachdn of O. hyptiacantha, Cuervo
Tuna of 0. megacantha and Blanca Chapeada of Q.
albicarpa (0.04 g on average). In contrast, fruits of 0.
ficus-indica with lower content of aborted seeds, such
as Amarilla Milpa Alta, showed 0.21 g on average. A
direct relationship was observed between the max-
imum content of aborted seeds and the level of
domestication, only 6 % (0.2 g) in O. sfreptacantha of
those present in O. albicarpa and O. ficus-indica (up to
0.83 g) (Figs. 2D, 3B). However, the relative hiomass
of seeds per fruit decreased significantly (p < 0.05),
from 3.6 % in O. strepfacantha w 3.1 % in O. ficus-
indica (Table 2). This decrease indicates that although
there is a significant increase in seed number with
domestication, the number of aborted seeds also
increases, but with a lower hiomass per seed, which
contributes little to the total seed and fruit biomass.
The changes may also be due to the formation of more
pulp for each seed in domesticated . ficus-irdica than
in wild species.

Total seed biomass in some froits of O. strepra-
cantha and O. hyptiacantha was 3.3 g (2.4 %) and
2.9 g (1.8 %), respectively (Parish and Felker 1997).
These values are clearly lower than those obtained in
the present study (Table 2). In contrast, our data and
those of Parish and Felker (1997) referring to O.
megacantha were similar. Moreover, data from Reyes-
Agiiero et al. (2009) for O. streptacantha (1.2-3.9 g),
0.  hypilacantha {0.7-6.3 g), 0. megacantha
(0.03-7.9 g) and O. albicarpa (0.5-10.8 g) match
those of the present study (Fig. 3B).

Seed biomass per fruit in O. ficus-indica can vary
between 2.2 and 4.3 g (1.8 and 4.9 %) (Barbera et al.
1994; Parish and Felker 1997, Pimienta-Barrios
1994), which coincides with the results of the present
study, or between 0.2 and 33.6 g (Reyes-Agiiero et al.
2009) and up to 5.9 % (Diaz-Medina et al. 2007), a
much wider range than found in the present study

(Fig. 4).
Number of seeds per fruit

Normal seeds per fruit for the five species varied
between 78 and 438; except for O. hyptiacantha, the
distribution was symmetrical with the mode between
150 and 222, and the number of normal seeds
increased from O. streptacaniha to O. ficus-indica.
The greatest variation in the number of normal seeds
was for 0. hyptiacantha (CV = 33.17 %), and the
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smallest was for O. ficus-indica (CV = 24.42 %). The
distribution of the number of normal seeds was
asymmetrical and skewed towards the left, with two
peaks (Fig. 3A-E).

The intra-specific comparison of the number of
normal seeds per fruit indicated differences (p < 0.05)
in the five species studied; comparison indicated that
variants with fewer and similar {(p > 0.05) normal
seeds were Isbini, Camuezo, Jarrilla, Octubrefia and
Copena F1, with a mean number of 114 seeds. Among
the variants with more normal seeds were Charola, a
variant of O. strepracantha with 197 seeds per fruit,
which was surpassed by other species such as Carddn
Blanco, a variant of O. hyptiacantha, Naranjona Helia
of 0. megacantha, Cristalina of O. albicarpa and
Amarillo Milpa Alta of O. ficus-indica. These variants
did not exhibit significant differences (p > 0.05) and
had an average of 284 seeds per fruit (Fig. 2E).
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Among the species, the number of normal seeds per
fruit of 0. albicarpa and O. ficus-indica surpassed by
up to 21 % that of O. streptacantha (Table 3).

The frequency distribution of the number of aborted
seeds per fruit differed slightly among the five species
because for all of them, it was asymmetrical and
truncated. The general bias to the left indicates that
fruits with a low proportion of aborted seeds are the
most common in the five species; the range for the five
species was between 10 and 230 seeds per fruit
(Fig. 5F-J). Moreover, most fruits from 0. strepta-
cantha, O. hypfiacantha and O. megacantha showed
10 aborted seeds, and a lower proportion of fruits with
30-150 aborted seeds was more frequent in Q.
hyptiacamtha and O. megacantha. In contrast, O.
albicarpa and O. ficus-indica fruits with 30-70 and
10110 aborted seeds, respectively, were the most
frequent (Fig. SF-T).
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The differences in the number of aborted seeds per
fruit within species were large and significant
{(p < 0.05); in O. strepracantha, some variants, such
as Jocoquillo, had only {two aborted seeds) one-third of
Isbini. These values differed substantially from those
of O. albicarpa variants, such as Blanca Chapeada and
Burrona. They also differed from those of O. ficus-
indica, as its cultivars with fewer aborted seeds per
fruit, such as Liso Forrajero, had 50 aborted seeds, and
others, such as Telokdjd Rojo, had up to 115 (Fig. 2F).

Fruits of O. streptacantha had the lowest number
{(r < 0.05) of all species, and 0. albicarpa and O.
ficus-indica, on average, had nine times more. The
same trend was observed between species for the total
number of seeds (normal plus aborted) per fruit, as
fruits of O. albicarpa and O. ficus-indica had on
average 50 % more seeds (p > 0.03) than those of O.
streptacantha (Table 3).

The number of total seeds (Table 3) seems to be
similar to other values in O. streptacantha and n O.
hyptiacantha (201 and 191 seeds per fruit) (Parish and
Felker 1997). In fruits of O. megacantha a higher
range (from 248 up to 304 seeds) than that found in the
present study (Table 3) was observed (Parish and
Felker 1997). The average number of total seeds
recorded for 0. ficus-indica fruits in our study is within
the known range (144-342 seeds per fruit) (Barbera
et al. 1994; Parish and Felker 1997). In contrast, the
ranges from zero to 107, 135 or 306 aborted seeds per
fruitof O. streptacantha, O. hyptiacantha and O. ficus-
indica, respectively, and from 2 to 238 or 272 in O.
megacantha and O. albicarpa reported by Reyes-
Agitiero et al. (2009) were wider than those recorded in
the present study; but ranges of 70-319 normal seeds
in Q. streptacantha, from 36 to 359 in O. hyptiacan-
tha, from 13 to 404 in Q. megacantha, from 53 to 402
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in Q. albicarpa and from 10 to 566 in Q. ficus-indica
{Reyes-Agiiero et al. 2009) were similar (Table 3).

Seed abundance, size and hardness affect the
quality of fresh fruit in Opuntia (Inglese et al. 1995,
Nobel 2011; Parish and Felker 1997). Thus, in the
Canary Islands the fruits of O. dilleni (Ker Gawl.)
Haw. are not consumed due to the abundance of seeds
(Diaz-Medina et al. 2007). However, the seed abun-
dance tends to compensate for small seed size,
increasing fruit acceptance (Colunga-Garcia et al.
1986). This trend was observed in O. albicarpa and 0.
ficus-indica (Table 3) and coincided with results
obtained by Reyes-Agiiero et al. (2003), who pointed
out that the more domesticated species had fruits with
a lower proportion of normal seeds. The fruits of
Opuntia preferred and selected during domestication
likely contained seeds that are easier to ingest, such as
aborted seeds (Barbera et al. 1994; Reyes-Agiiero
et al. 2003). This hypothesis partially agrees with
results from the present study because the relative
number of aborted seeds was higher in Q. albicarpa
and O. ficus-indica (25 %) fruits in comparison with
O. strepfacantha (5 %); however, in these bigger fruits
the total number of seeds was also higher (Fig. 5;
Table 2). The increase to up to one-third aborted seeds
in species with a higher level of domestication
compared to wild species was documented by
Reyes-Agiiero et al. (2003).

The inter-specific relationship between fruit or pulp
biomass and the number of seeds, aborted and normal
was different in Opuntia (Table 4). In O. streptacan-
tha, the correlation between pulp and fruit biomass
and number of aborted seeds was not significant. Pulp

and fruit biomass in O. hyptiacaniha and O. mega-
cantha correlated positively (p < 0.001) with the
number of aborted and normal seeds, as well as with
the total seed nuniber; in contrast, in . albicarpa the
correlation between pulp or fruit biomass was sig-
nificant (p < 0.001) only with aborted seeds. In the
species with the highest level of domestication known
today, O. ficus-indica, none of the correlations men-
tioned above were significant (Table 4).

The funicular wrap of seeds originates the edible
tissue of the fruit (Pimienta and Engleman 1985), and
therefore, a better relationship would be expected
between seed and pulp comtent in Q. ficus-indica.
However, the correlation between pulp or fruit
biomass with the number of seeds was not significant
in O. ficus-indica (Table 4). This trend was opposite of
that observed by Barbera et al. (1994), who did detect a
significant correlation between seeds and fruit pulp,
although the correlation was not significant when
considering only aborted or normal seeds, as in the
present study. Colunga-Garcia et al. (1986) observed a
significant correlation between wild fruit biomass and
the number of normal seeds (r = 0.747); moreover,
they noted that with increased fruit size, this correla-
tion is lost (r = .410) due to the increase in the
number of aborted seeds, which coincides with results
from the present study (Table 3).

Dimensions of normal seeds
The width of normal seeds of the five species analyzed

varied between 0.25 and 0.43 cm; its frequency
distribution was symmetrical with respect to the mode

Table 3 Seed content per fruit, and normal seed size and hardness of Opuntia spp.

Seed 0. streptacantha 0. Iypfiacantha FAC. 0. megacantha Salm- 0. albicarpa 0. ficus-indica (L.}

characteristic Lem. Weber Dyck Scheinvar Mill.

Normal 167.576¢ 187 285b 185.353b 205.663a 201.790a
(number)

Aborted 8.368¢ 20931b 33.256b 71.656¢ 69.309¢
(number)

Total (number) 175.944¢ 208.215b 218.645b 277.31%a 271.100a

Width (cm} 0.3204d 0.341c 0.352b 0.36%a 0.353b

Thickness 0.160a 0.158a 0.15%a 0.160a 0.158a
{cm)

Length (cm) 0.373d 0.3%7c 0.421b 0.443a 0.434a

Hardness (kIN) 1.525b 1.705¢ 1.818c 1.754¢ 1.810c

Values followed by different letters within a line are statistically different (p < 0.05}
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Fig. 6 Frequency distribution of seed width (A—E} and normal seed thickness (F-J} in fruits of five species of Opuntia. SD standard

deviation, CV coefficient of variation

in O. megacantha, O. albicarpa and O. ficus-indica. In
0. streptacantha, the mode of seed width was
0.31 cm, with another much smaller peak at
0.37 cm; in O. hyptiacantha, the distribution of this
trait alternated between high and low values (jagged or
comb-like distribution) between 0.27 and 0.39 cm
(Fig. 6A-E).

In O. megacantha, O. albicarpa, and O. ficus-indica
the most frequent seeds with normal characteristics
were those with a width of 0.35 ecm (Fig. 6A-E). The
mean width of normal seeds was a relatively homo-
geneous trait among variants of each species, because
the differences between variants with narrower and
wider seeds (p < 0.05) were very small; the
0. streptacantha variety Cardén Potosino exhibited
narrower seeds and differed from Sandia, one of the
variants with the widest seeds. Opuntia megacantha
variants had the most dispersed values and the widest
seeds of this species, such as the variety from Pico

Chulo (Fig. 7A). On average, the width of the normal
seeds was lower in O. streptacantha (p < 0.05) than in
0. megacantha, and O. ficus-indica but the highest
values corresponded to 0. albicarpa seeds (Table 3).

The mean thickness of normal seeds was not
significantly different (p > 0.03) between species,
ranging from 0.10 to 0.22 cm. The frequency distri-
bution of the thickness of normal seeds differed among
species; in Q. strepfacantha and O. hyptiacantha, it
was truncated; in 0. megacantha and Q. albicarpa, it
was biased; and in O. ficus-indica, it was jagged
(Fig. 6F-T).

Among variants of O. streptacantha and O.
hyptiacantha no significant differences were found
(p > 0.03) in the thickness of normal seeds (Table 3).
In contrast, seed thickness of Esmeralda and Cristalina
in Q. albicarpa and Amarillo Huevo and Doctor Mora
in 0. ficus-indica was significantly different

(p < 0.05) (Fig. 7B).

@ Springer

227



Genet Resour Crop Evol

Fig. 7 Two variants with 05 0.5
the lowest and highest seed (A) (B) »
width (A), seed thickness — 044 Fl4 @
(B), seed length (C), and 5 . =
seed hardness (D) (-SE) of £ Y37 035
five species of Opuntia. % 2
; 0.2 F02 o
Opuntia streptacantha Lem. 27 ]
(hatch pattemn), O. & g4 01 8
hyptiacantha F.A.C. Weber ‘ e
(light grey), O. megacantha 00 - B L o0
Salm-Dryck (white bars), O. Qéﬂ\QQ Q&’ @_rno@\c? 1 \Q& GQQ\Q @b@ Q@‘ Qg\ &@ é}&\o @@ §,€9 \ép‘b . \QQQ’ &% @b'b \é\& \\?’"‘Q §\Q\'Z’
albicarpa Scheinvar (dark FFS I F L F S TESE S NS SN
o Gt W go 7 RV O S & WS P &Q?
grey bars), and O. ficus- & o (§c§° & ?gi\(b
indica (L) Mill. (black bars) < & e
06 50
(©) (D)
i D87 L40
§ (4 7] &
— i [= 1
£ ’ rio g
2 03 i g
R # =
B 02 7 g
2 ﬂ b4
00 : L 00
© 1 P PP ® O P ST ST RN R R
S SIS AT e S-S SR 5 FE & T SRR
& Qﬁ(fg@\\é%@g g S & Qﬁos@ﬁl\‘&i@i@%@%‘%@%??
& & £
Variants +

Table 4 Pearson correlation coefficient between pulps bio-
mass and fruit biomass with number of aborted, normal and
total seeds of fruits of five Opuntia species

Seed content

Aborted Nomal Total

O. streptacantha Lem.

Pulp biomass 0.12% 0.68%#* 0.72%:#%

Fruit biomass 0.17% 0.43* 0.4Gk**
O. hyptiacantha F.A.C. Weber

Pulpa biomass 0.53%%%* 0.78%%* 0.82%%*

Fruit biomass 0.55%%* 0.69F** 0.74+*
0. megacantha Salm-Dyck

Pulp biomass 0.38#** 0.53%%* 0.38%**

Fruit biomass 0.45%:#* 0.4 5% 0.45%:#%
O. albicarpa Scheinvar

Pulp biomass 0.35%%%* —0.004™ 0.22%

Fruit biomass (.30 %% —0.007™ 0.20%
O. ficus-indica (L.} Mill

Pulp biomass —0.06™ 0.13" 0.05™

Fruit biomass 0.07% 0.22% 0.20%¢

#p < 0.05; #* p < 0.01; ##% p < 0.001; ™ p > 0.05
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The length of normal seeds in the five species
varied between 0.33 and 0.47 cm, and with the
exception of 0. hyptiacantha, the distribution of this
variable was modal. The greatest frequency for length
varied from 0.37 cmin O. streptacantha to 0.43 cmin
0. albicarpa (Fig. 8A-E). Seed length varied sig-
nificantly (p < 0.05) within species, thus in Q.
streptacantha, seeds of Cardén Potosine were among
the shortest and those of Sandia were among the
longest. In O. hyptiacantha, the difference between
extreme values (Pachén and Cardén Blanco), although
significant, was the smallest among the five species. In
contrast, 0. megacantha variants exhibited the short-
est (Naranjona) and longest (Pico Chulo) seeds.
Differences in 0. albicarpa were intermediate
(15-26 %) with respect to differences in other species
(Fig. 7C).

Seed length in the five species (Table 3) was within
the known interval (between 0.21 and 0.57 cm), as
well as seed width (between 0.23 and (.44 cm)
(Agunilar-Estrada et al. 2003; Reyes-Agiiero et al.
2009; Rodriguez and Nava-Cedillo 1998). Moreover,
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Fig. 8 Frequency distribution of seed length (A-E} and normal seed hardness (F-J) of five species of Opuntia. SD standard deviation,

CV coefficient of variation

Table 5 Pearson correlation coefficient between seed hard-
ness with seed size of five Opuntia species

Seed size
Length Width Thickness
O. streptacantha Lem.
Hardness -0.25™ —0.07" 0.03"
O. hyptiacantha F.A.C. Weber
Hardness 0.52%# 0.52%% 0.46*
O. megacantha Salm-Dyck
Hardness 0.44%%% 0.46%+* 0.28%*
O. albicarpa Scheinvar
Hardness 0.20%* 0.28%* 0.28*#
O. ficus-indica (L.} Mill
Hardness 0.31% 0.53 %% 0.34%

#p < 0.05; #% p < 0.01; ¥+ p < 0.001; ™ p > 0.05

seed thickness coincided with the average (.16 cm
documented by Aguilar-Estrada et al. (2003) and
Reyes-Agliero et al. (2004). That O. albicarpa and O.
ficus-indica had the longer and wider seeds should be
associated with their greater domestication, and coin-
cides with the results obtained by Aguilar-Estrada
et al. (2003) and Reyes-Agiiero et al. {2005). Similar-
ly, Colunga-Garcia et al. {1986) attributed the greater
length of domesticated (0.43 cm) than wild (0.39 cm)
seeds to fruit gigantism.

Hardness of normal seeds
Hardness of normal seeds of the five species included
in this study varied between 0.2 and 4.6 kN. The

frequency distribution of hardness in this type of seeds
was similar among species. The least variable species
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Table 6 Eigenvalues and proportion of the variance ex-
plained for the first three principal components, generated from
characteristics of fruits and seeds of 89 variants of five Opuntia
species in a domestication gradient

Principal component

1 2 3
Biomass of aborted seeds 0.0016 0.0043 —0.0033
Biomass of normal seeds 0.0148 —0.0001 0.0072
Biomass of pulp 0.2565 0.1333 0.3065
Hardness of normal seeds 0.0002 0.003% 0.0004
Number of normal seeds 0.7702 —0.5297 —0.3506
Number of aborted seeds 0.2720 0.7745  —0.5710
Seed length 0.0002 0.0005 0.0007
Seed width 0.0002 0.0003 0.0005
Total fruit biomass 0.4%46 0.31%0 0.6760
Variance 0.7188 0.6322 0.9953

Variables in bold had higher relative effect in each principal
component

in seed  Thardness were 0. @ strepracantha
(CV = 42.29 %) and O. albicarpa (CV = 44.27 %),
and the most variable was . hyptiacantha
(CV = 60.32 %) (Fig. 8F-J).

Intraspecific hardness of normal seeds was hetero-
geneous. Seed hardness variation in O. streptacantha
was equivalent to the mean difference between
variants (43 %). In O. hyptiacantha, Q. megacantha
and O. albicarpa, some seeds were twice as hard as
others, and in . ficus-indica, cultivars such as
Camuesa had seeds that were four times harder
(3.71 kN) than Amarillo Milpa Alta (0.82 kN)
(Fig. 7D). In contrast, no significant variability within
species was found (p > 0.03) in this trait (Table 3).

Seed hardness of the five species analyzed in this
work coincided with the range already known,
1.59-1.68 kN (Aguilar-Estrada et al. 2003; Reyes-
Agiiero et al. 2005, 2009). Seed hardness can be
undesirable in Opuntia fruits (Inglese et al. 1995).
Aguilar-Estrada et al. {2003) noted an inverse rela-
tionship between seed hardness and total seed number
in Opuntia froits. Moreover, Reyes-Agiiero et al.
(2005) mentioned the possibility that the cultural
selection that favored fruits with abundant pulp led to
an increase in the number of normal seeds with
reduced hardness; the results of the present study are
not consistent in this respect.

With the exception of O. streptacantha, hardness of
normal seeds correlated positively and significantly
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Fig. 9 Ordination of the three principal components (PC) of 8%
variants of five Mexican Opuntia species, based on fruit and
seed characteristics (n = 89)

{p < 0.001) with seed dimensions (Table 5); that is,
with the increase in the size of normal seeds during
domestication, hardness has also increased. These
changes appear to concomitant to the increase of fruits
size. These characteristics in more domesticated
species seem to compensate for one another, at least
partially, with an increase in aborted seeds, which are
ingested more easily than normal seeds by humans
{Nobel 2011). For this reason, the current search for
varieties has focused on lower content of normal
seeds, although this goal has not been separated from
an increase in aborted seeds (Barbera et al. 1994),
which also contribute to pulp production (Pimienta
and Engleman 1985). However, in the present study,
the correlation between aborted seeds and pulp
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Fig. 10 Classification of Subset Group
89 variants of five species of

Opuntia with different

degree of domestication, ) 14

based in fruit and seed Fruit: 2117.83 g

characteristics Pulp: 262.45 g
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2
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hiomass in the species with the highest level of
domestication was not significant {Table 4), which
shows that normal seeds have a greater effect on the
proportion of pulp. In fact, Pimienta and Engleman
{1985) found more prominent funicular wrappings in
normal seeds than in aborted ones.

Multivariate analysis

A PCA was performed to identify which fruit and seed
attributes could be related to domestication in Opun-
fia. In this analysis, seed thickness was excluded
because its correlation with most other variables was
not significant. With the other variables, the first three
principal components (PCs) explained 99.53 % of the
total variance (Table 6).

In PC1, number of seeds was the most important
variable and was directly related to fruit biomass; PC2
revealed that the number of aborted seeds was
inversely proportional to the number of normal seeds;
PC3 showed that fruit biomass was inversely propor-
tional to the number of aborted seeds. Ordination by
the first three PCs confirmed that fruit biomass and the
number of normal and aborted seeds may be used as
markers to differentiate Opuntia variants according to
the level of domestication. Moreover, the relative
importance of these three traits is relatively high, with
respect to others, because the PC analysis emphasizes
their relative weight in the first three PC (Table 6).

In the graphic representation of PC1 against PC2,
O. albicarpa and O. ficus-indica variants, with higher
fruit biomass and number of seeds, were differentiated

; T —
00 01 0.2 03 04 05 08 CF 0.8 0.9 10 11 12 13 14
Average distance between clusters

from O. streptacantha and O. hyptiacantha. The
absence of a trend in the ordination of 0. megacantha
variants was also noted. Graphic representation of PC1
against PC3 also showed a greater affinity in the
ordination of O. streptacantha and O. hyptiacantha
variants, as well as of O. ficus-indica and O. albicarpa.
It showed great dispersion of O. megacantha variants.
Graphic representation of PC2 against PC3 also
separated O. streptacantha variants, with lower fruit
biomass and seed content, from Q. albicarpa and O.
ficus-indica; it also showed the dispersion of O.
megacantha variants (Fig. 9).

The first two main groups generated by cluster
analysis clearly separated O. sfreptacantha from the
other species. The cluster including O. albicarpa, O.
Jicus-indica, O. hyptiacantha and O. megacantha is
characterized by their large fruits (=56.33 g) with
numerous aborted seeds (>46). In contrast, the other
cluster is characterized by its small fruits (<64.61 g),
reduced pulp (<26 g) and few aborted seeds (<11}
(Fig. 10}.

The first cluster was subdivided into two subsets,
one of domesticated species (O. albicarpa and O.
ficus-indica) with large fruits, with their biomass equal
to or greater than 118 g and a higher number of
aborted seeds. The other subset included O. hyp-
tiacantha and 0. megacantha (species with interme-
diate levels of domestication), with froits of
approximately 100 g and intermediate numbers of
aborted seeds (32, on average; Fig. 10).

The results confirm the presence of greater fruit
biomass and pulp in species and variants with more
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intense levels of domestication (Figs. 9, 10). Pimien-
ta-Barrios (1994) attributes this to ploidy, but this
factor would explain only a minimum part of the
variability in wild populations (Harlan 1992). Luna-
Piez et al. (2007) used molecular markers to charac-
terize Opuntia species and noted the difficulties of
delimiting Opuniia species, as observed in the PCA
(Fig. 10). This difficulty might be a result of including
variants with different levels of domestication within
species.

Variation in seed content and proportion of normal/
aborted seeds appears to be concomitant to selection
for bigger fruits the increase in aborted seeds observed
in species such as O. albicarpa and O. ficus-indica
(Figs. 9, 10). The increasing trend observed for the
relationship between normal/aborted seeds and do-
mestication agrees with results by Aguilar-Estrada
et al. (2003) and Reyes-Agiiero et al. (2005) and their
suggestion that the increase in aborted seeds is directly
related to selective pressures under domestication. In
turn, this selective pressure is opposed to the reduction
in the number of normal seeds, fruit biomass and seed
thickness. Zohary (2004) noted that in perennial
domesticated species, such as fruit trees, part of the
domestication syndrome is the ease of asexual repro-
duction in wild species. Therefore, reproduction of an
exceptional individual can be achieved by vegetative
propagation in what Harlan (1992) calls instantaneous
domestication. In this process, the high number of
aborted seeds in O. albicarpa and O. ficus-indica
(Figs. 9, 10) favors acceptance of the fruit and is not
important for reproduction because these fruits are
easily cloned.

Proximity between O. albicarpa and O. ficus-indica
(Fig. 10) has been highlighted based on molecular
data {Luna-Paez et al. 2007) and on plant morpho-
logical characteristics (Reyes-Agiiero et al. 2005).
Moreover, the cited authors found certain proximity of
0. hyptiacantha and O. megacantha to 0. ficus-indica,
as the more domesticated species, as was observed in
the present study (Fig. 10}. This proximity seems to
respond to the fact that these species present variants
with fruits and seeds that are similar to those of species
with higher levels of domestication (Fig. 10).

The high intra-specific morphological (Reyes-
Agiiero et al. 2005), chemical and physiolegical
variability (Garcia-Nava et al. 2014; Lopez-Palacios
et al. 2012; Pena-Valdivia et al. 2012) in present
Opuntia variants may be originated from the presence
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of outstanding attributes of human interest and toler-
ance to environments created by humans in field crops
or back yards (Casas et al. 1999; Figueroa et al. 1980)
for diverse uses (e.g. production of nopalitos, mature
cladodes, fruit and flowers, and host of carmine dye-
producing insects Dactylopius coccus).

Conclusions

The domestication of Opuntia resulted in significant
differences in fruit size and in the proportions of fruit
components. The fruit and pulp biomasses in highly
domesticated species were higher and less variable.
Moreover, these species showed a greater number and
biomass of normal and aborted seeds, as well as longer
and wider normal seeds. Domestication was not
significantly related to seed thickness or hardness.
The least domesticated species, O. streptacantha, has
a higher proportion of skin and less pulp than species
with a higher level of domestication. Greater fruit
biomass results from a higher proportion of pulp and a
lower proportion of seeds and skin.
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Anexo B

Anexo B1. Lista de 115 variantes de Opuntia spp. con el nimero de recolectas

depositadas en los herbarios Nacional de México (MEXUS), de la Universidad

Auténoma Chapingo (CHAPA) e Isidro Palacios de la Universidad Autbnoma de San
Luis Potosi (SLPM). El recolector fue J.A. Reyes A.

Numero de recolecta

Clave  Variante

0. albicarpa Sheinvar
Al Mango

A2 Burro

A3 Cristalino

A4 Reina

A5 Blanca

A6 Reinita

A7 Fafayuco

A8 Blanca Chapeada
A9 Amarillo Pera
A10 Anaranjado
All Amarillo Olorosa
Al12 Copa de Oro
Al3 Gavia

Al4 Bola de Masa
Al5 Octubrefia
Al6 Pepino

Al7 Esmeralda
Al8 COPENA T12
Al9 Burrona

A20 Papanton
A21 Cristalina
A22 Dadokaja

O. chavena Griffiths

C1 Cascaron

C2 Cimarrén

C4 Pachona

C5 Harton

C6 Chiquihuitillo

0. cochinera Griffiths

D

Cacalote

1814, 1841

1852,1904, 1950, 2169

2039, 2044, 2055, 2079, 2137

1860, 2034, 2078, 2117

2018, 2040, 2111, 2129

1897

1946, 1956, 2069,

1803, 2027, 2052

1952, 1955, 1972, 2135, 2155

2115, 2154

1947

1811, 1849, 1850, 1872, 1886, 1891, 1899, 1902, 1907,
2062, 2109

1863, 1977, 2071, 2134, 2157

1687, 1695, 1818

1697, 1705, 1924

1890, 1926

1737, 1775, 1810, 1870, 1895,

1692, 1749(b), 1807, 1808, 1856, 1866, 1867, 1868, 1869,
1871

1676, 1680, 1685, 1688, 1693

1927, 1932, 1943, 1945, 1948, 1954, 2012, 2077
1694, 1782, 1879, 1944, 1966, 1979, 2158
1755, 1864, 1882, 1933

1974, 2166

2068, 2080, 2168

1710

1845, 2171

1964, 2074, 2075, 2085, 2101, 2118, 2133, 2142

2019
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Anexo B1. Continuacion.

Clave Variante

Numero de recolecta

O. durangensis Britton & Rose

El
E2

Xoconostle Moro
Iskaja

0. ficus-indica (L.) Mill.

F2
F3
F4
F5
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15

COPENAF1
Amarillo Huevo
Liso Blanco
Atlixco
Camuesa
Amarilla Milpa Alta
Doctor Mora
Liso

Telok&ja
Solferino
Promotora
Teloké&ja Rojo
Liso Forrajero

O. hyptiacantha A. Web.

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G8
G9
G10
Gl1

Ladrillo

Jaquefia

Camueso

Amarilla 24

Pachon

Cardon de las Papas
Jokja

Cardon Blanco
Blanca Victoria
Nistokdja

0. jaliscana Bravo

H

Chamacuero

0. joconostle A. Web.

11
12

14
15
16

Xoconostle Colorado
Xoconostle de las
Piramides
Xoconostle Agrio
Huevo de Gato
Coyonostle

1744, 1778
1772

1696, 1780, 1827
1829, 1876(a)

2088

1753

1969, 1971

1749(a), 1751, 1795, 1844, 2008

1822, 1830, 1851, 2127

1716, 2006, 2093, 2102

1683, 1706, 1734, 1763, 1823, 1936

1721, 1819, 1824, 1828, 1896, 2045

1880

1682, 1691, 1740, 1825, 1829, 1908

1713, 1714, 1717, 1813, 1843, 1855, 1876(b), 1881, 1894,
1909, 1934, 1935, 2035

2072

1788, 1806, 1965, 2082, 2148
2147,2150

1963

2065, 2076, 2083, 2084, 2139
2024

1766

1689, 1840, 1847, 1857, 1905
1686

1768, 1833

1761
1745
1750, 1773
1738

2136, 2163, 2167, 2170
1743, 2029, 2049, 2094
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Anexo B1. Continuacion.

Clave Variante

Numero de recolecta

O. lasiacantha Pfeiff

J1
J2
J3
J4
J5

Sanjuanero
Blanca Cristalina
Nopal del Real
Madokéja

Tuna Iris

O. leucotricha DC.

K

Duraznillo

0. lindheimeri Engelm.

L1
L2

Oreja de Elefante
Guilanchi

0. megacantha Salm-Dyck

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12

M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27

Cuervo Tuna
Jarrilla
Sgt-INIFAP
Juanita Kaja
Chirriona
Chamacuero Monteza
Naranjona

Sangre de Toro
Manso Apastillada
Mieluda

Ushikaja
Reventon

Jaguefio

Bola de Masa
Amarilla Ralena
Apastillada Anaranjada
Tzebekaja

Roja Saeta

Pico Chulo
Torreoja
Naranjona Dulce
Amarilla Monteza
Sangrita

Amarilla Naranjona
Rojo 10

Naranjona Helia
Astikaja

1838, 1873, 1901, 2020
2066
1784
1759
1779

2059, 2143

1708, 2103
2056

2063, 2105

2132, 2138

1815

1754(h), 1812, 1875, 1898
1805, 1854, 1893, 1961

2120

1703, 1878

2033

1938, 1940, 1941, 1951
1834, 1960, 2146

1771

1816, 1853, 2046, 2053, 2064, 2092, 2116, 2141, 2145,
2151, 2173(c)

2038, 2041, 2100, 2140
1973, 1976, 2054, 2061, 2106
2150

1842, 1846

1787, 1865, 1968, 2107

1942

1925, 1967, 1978, 1978, 2010, 2070, 2095, 2149
2011

1859

2009, 2089, 2114

2153

1821, 2037, 2058

1826, 1835

1836, 1848

1769
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Anexo B1. Continuacion.

Clave Variante

Numero de recolecta

0. megacantha Salm-Dyck
M28  Rubi Reyna

M29  Amarilla Mansa

M30  Amarilla China

M31  Jarrilla Grande

M32  Sangre

M33  Tenik&ja

M34  Morada de San Martin

O. phaeacantha Engelm.
N1 Pintadera

0. robusta Wend|.

Rob  Tapdn

O. rzedowskii Sheinvar
01 Cenizo

0. streptacantha Lem.
P2 Burra

P3 Sandia

P5 Ishini

P7 Santo Tomés

P8 Carddn Potosino
P9 Jocoquillo

P10  Carddn

P11  Trompa de Cochino
P12  Demshik&ja

P13  Aguirrana

0. velutina Sheinvar
Q Ukaja

1681, 1690. 1702, 1718, 1862
1677, 1906
1741

1699, 1711, 1746, 1754(a), 1757, 1804

1719
1770, 1817, 1837, 1859, 1958

1720, 1727, 1739, 1877, 1887, 1888

1762, 1786

1793, 1957, 2016, 2067, 2097, 2164

2110

2131

1949, 1959
1767, 1783
2032, 2047, 2060
2042, 2091

2030, 2043, 2086, 2130, 2152, 2162

2015
2026
1747, 1790, 1874, 1979
2081, 2087, 2159, 2172

1760
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Anexo B2. Namero de recolectas por especie y ambientes donde se localizaron.

Especie Cer Com Exp Sil Sol  Total
0. albicarpa 2 8 51 1 22 84
0. chavena 4 3 9 16
0. cochinera 1 1
O. durangensis 3 3
0. ficus-indica 11 5 38 54
0. hyptiacantha 3 10 3 8 24
0. jaliscana 1 1
O. joconostle 1 3 3 5 12
0. lasiacantha 1 3 4 8
O. leucotricha 2 2
0. lindheimeri 2 1 3
0. megacantha 2 5 56 5 34 102
0. phaeacantha 1 1 2
O. robusta 1 3 2 6
O. rzedowskKii 1 1
O. streptacantha 2 5 5 15 27
0. velutina 1 1
Total 22 22 170 25 108 347

Cer: cerco vivo; Com: plantacion comercial; Exp: plantacion experimental
Sil: silvestre o espontanea; Sol: solar o traspatio
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Anexo B3. Valores medios de las caracteristicas fisicas de los frutos y semillas de 17 especies de Opuntia endémicas de

México.
Biomasa (g por fruto) NGmero de semillas por  #SST de Semillas normales
Especie Ca Pul Semillas fruto lapulpa  Dimensiones (cm)  Dureza

ascara FUPA - abortadas Normales Abortadas  Normales  (°Brix)  Anchura Longitud  (kN)
0. albicarpa 52.72 64.78 0.32 3.46 64.81 200.97 14.43 0.37 0.44 1.68
0. chavena 32.15 22.82 0.04 1.90 10.09 137.55 13.10 0.32 0.37 1.19
0. cochinera 59.72 49.62 0.02 5.27 25.33 293.50 12.67 0.35 0.43 1.82
O. durangensis 44.29 12.66 0.09 2.69 26.09 187.92 8.59 0.32 0.37 2.27
0. ficus-indica 50.16 58.51 0.30 3.02 64.98 189.59 13.98 0.35 0.43 1.77
0. hyptiacantha 35.08 42.45 0.14 2.53 23.57 176.36 13.32 0.34 0.39 1.78
0. jaliscana 12.30 13.10 0.02 1.27 2.33 57.67 13.27 0.38 041 1.95
0. joconostle 37.48 9.45 0.03 1.67 10.64 125.61 8.66 0.30 0.35 1.10
0. lasiacantha 43.64 43.14 0.28 2.57 57.55 188.37 12.62 0.32 041 1.34
0. leucotricha 11.84 2.17 0.02 0.87 2.08 75.75 8.53 0.26 0.28 0.56
0. lindheimeri 11.85 1.93 0.05 0.28 12.58 28.11 6.73 0.28 0.32 0.44
0. megacantha 48.54 54.59 0.17 2.99 33.95 192.23 13.45 0.35 0.42 1.84
0. phaeacantha 17.82 42.64 0.08 1.12 24.08 113.25 12.87 0.28 0.32 0.52
0. robusta 36.27 35.68 0.08 3.85 25.22 318.14 12.95 0.33 0.40 1.65
0. rzedowskii 22.20 40.65 0.78 1.88 1.83 155.33 15.42 0.33 0.36 0.48
O. streptacantha 35.55 25.88 0.03 2.14 11.06 163.15 13.04 0.32 0.38 1.43
0. velutina 21.06 16.05 0.02 1.98 16.17 149.83 12.21 0.34 0.39 1.85
Media general 33.69 31.53 0.14 2.32 24.26 161.96 12.11 0.32 0.38 1.39
Desviacion estandar 15.26 20.06 0.19 121 20.54 73.82 2.42 0.03 0.04 0.58
Coeficiente de variacion (%)  45.30 63.62 134.34 51.94 84.66 45.58 20.02 9.60 11.33 41.80

+SST: sélidos solubles totales
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