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CARACTERISTICAS BIOFISICAS Y QUIMICAS DE PLANTAS MAC EN RELACION
CON SU DOMESTICACION, ESPECIE Y HUMEDAD EN EL SUELO

Francisca Garcia Nava, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN GENERAL
El objetivo del estudio fue evaluar 15 variantes de nopal representantes de cinco especies de
Opuntia en un gradiente de domesticacion, definido por caracteristicas morfologicas, y siete
especies de Agave pertenecientes a los subgéneros Littaea y Agave, con diferente grado de
humanizacion, en condiciones de invernadero y con riego o con su suspension. La hipotesis es
que las caracteristicas biofisicas y quimicas de los nopalitos y las hojas difieren entre las
especies como resultado de su nivel de domesticacibn o grado de humanizacion
independientemente de la humedad del suelo y de la especie. Se realizaron experimentos con
disefio completamente al azar, nimero variable de tratamientos, seis repeticiones (una planta
como unidad experimental) y se aplic6 ANDEVA, comparacion multiple de medias y analisis de
componentes principales a los resultados. La firmeza (entre 4.57 y 7 kgf), el contenido de
soélidos solubles totales (SST, entre 4.8 y 6.5° Brix), la acidez (entre 0.6 y 0.85 g acido malico
por 100g tejido fresco) y la permeabilidad relativa de las membranas celulares (13.55 a 31 %),
fueron variables entre las especies e incrementaron con el gradiente de domesticacion; en
contraste, el potencial de agua (ya, entre -0.8 y -1.2 MPa) y el potencial osmético (ys, entre
0.65 y 1.2 MPa) disminuyeron con el gradiente de domesticacion. El analisis de componentes
principales (CP) revel6 que la permeabilidad de las membranas celulares y los SST son los
atributos principales de los nopalitos que contribuyen a la separacién de las especies con grado
menor (O. streptacantha) y mayor (O. ficus-indica) de domesticacion como entidades biologicas
independientes. La firmeza (distancia de penetracién en mm de un puntal 117.3 g con caida
libre de 4 s) de la hoja de maguey (entre 0.05 y 0.25 mm), SST (entre 10 y 23 °Brix), el ys
(entre -0.8 y 1.4 MPa), la permeabilidad relativa de las membranas celulares (entre 20 y 75 %)
y el contenido total de clorofila (entre 10 y 55 mg por 100 g tejido humedo) son parcialmente
dependientes de la humedad del suelo y son dependientes de la especie. Las modificaciones
de las caracteristicas biofisicas y fisiologicas de las especies de Opuntia si han seguido un
patrén definido con la domesticacion, en contraste las de maguey no muestras un patrén unico

con la humanizacion.

Palabras clave: Opuntia, Agave, domesticacion, caracteristicas biofisicas, caracteristicas

quimicas, maguey, nopal, suspensién de humedad.



CHEMISTRY AND BIOPHYSICS CHARACTERISTIC OF CAM PLANTS AS
INFLUENCED BY DOMESTICATION, SPECIE AND SOIL HUMIDITY.

Francisca Garcia Nava, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate 15 variants of nopal belonging to five species of
Opuntia in a domesticated gradient defined by morphologic characteristics and seven Agave
species (Subgenera Littaea and Agave) of plants grown in a greenhouse and as influenced by
the level of watering. The hypothesis was that the biophysics and chemistry characteristics of
nopalitos and the Agave leaves are different among the species due to their level of
domestication independently of the soil humidity and specie. Experiments were made in a
complete randomize design, variable number of treatments, six replications (one plant as an
experimental unit). The data were analysed by ANOVA, Tukey multiple mean comparison and
principal components. The nopal firmness (from 4.57 to 7 kgf), the soluble content solids (TSS,
from 4.8 to 6.5° Brix), the acidity (from 0.6 to 0.85 g malic acid per 100g fresh tissue) and the
relative permeability of cellular membrane (from 13.55 to 31 %), were variables among species
and increased with the domestication gradient. In contrast, the water potential (gA, from -0.8 to
-1.2 MPa) and the osmotic potential (¢S, from 0.65 to 1.2 MPa) diminished with the
domestication gradient. The principal components analysis (PCA) showed that membrane
permeability and TSS were the main variables of the nopalitos that contributed to the separation
of the species with low (O. streptacantha) and high (O. ficus-indica) domestication level and as
a consequence as biological independent entities. The Agave leave firmness (from 0.05 to 0.25
mm), TSS (from 10 and 23 °Brix), the wS (from -0.8 to 1.4 MPa), relative permeability of the cell
membrane (from 20 and 75 %) and the chlorophyll total content (from 10 an 55 mg per 100 g of
fresh tissue) were partially dependent of the soil humidity and specie. The biophysics and
physiological modifications of Opuntia follow a pattern defined by the domestication, in contrast

with maguey which showed a different pattern to the degree of domestication.

Key words: Opuntia, Agave, domestication, biophysics characteristics, chemistry characteristics,

maguey, CAM, nopal, humidity restriction.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Las plantas con metabolismo fotosintético &acido de las crasulaceas (MAC)
generalmente son nativas de regiones aridas y semiaridas, se distinguen por sus
caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas que representan una ventaja adaptativa en
ambientes con agua limitada (Nobel, 1988). Las plantas MAC fijan el CO, durante la
noche y lo almacenan en forma de acido malico, aumentan la descarboxilacion de CO»
internamente durante el dia, cuando los estomas tienden a permanecer cerrados;
debido a estas y otras caracteristicas, como la evapotranspiracion disminuida, las
plantas MAC logran alta eficiencia en el uso del agua (Osmond, 1978; Winter y Smith,
1996).

Se considera que aproximadamente 7% de las plantas vasculares son del tipo
MAC (Andrade et al., 2007; Nobel, 2010), entre ellas estan las familias Agavaceae y
Cactaceae. El uso de plantas MAC en México es ancestral (Bravo, 1978). Los registros
arqueobotanicos muestran que los géneros Agave y Opuntia surgieron hace 8 a 10
millones de afios (Callen, 1965 citado por Nobel et al., 2002 y Garcia-Moya, 2011), y
que Meéxico es el centro de origen de ambas familias, Cactaceae y Agavaceae
(Gallegos-Vasquez et al., 2006, Garcia, 2007).

El género Opuntia subfamilia Opuntioideae, familia Cactaceae, incluye xerofitas
de 189 especies; de ellas 83 son mexicanas y han sido agrupadas en 17 series
(Reyes-Aguero et al., 2005). La riqueza de variantes silvestres y cultivares del mundo
puede encontrarse en al menos 126 especies con diferente grado de humanizacién
(Reyes-Aglero et al.,, 2009) y se ha sugerido que las especies de la serie
Streptacanthae son relevantes en el proceso de domesticacién de Opuntia y fuente de
numerosas especies con interés econdmico (Reyes-Aguero et al., 2005). Con base en
diversas caracteristicas morfologicas y abundancia de variantes pudo ser identificado
un gradiente de domesticacion de las especies de Opuntia (Reyes-Agulero et al., 2005),
entre las que, por su relevancia, estan O. streptacantha Lem. en el extremo silvestre,
O. hyptiacantha F.A.C. Weber., O. megacantha Salm-Dyck., O. albicarpa Scheinvar. y
O. ficus-indica (L.) Mill, con el mayor grado de domesticacion y mayor relevancia
econdémica en el mundo (Kiesling, 1998) y una de las mas versatiles, ya que ocupa

sitios geograficos y habitats diversos (Bravo, 1978). En México, los cultivares de O.



ficus-indica se encuentran exclusivamente en ambientes protegidos en plantaciones o
huertos de traspatio (Reyes-Aguero et al. 2004).

El cultivo del nopal en México es de gran importancia por su consumo como
alimento (nopalitos frescos) y su uso como materia prima para elaborar productos
farmacéuticos y cosméticos, como forraje, para la produccion de cochinilla y como
combustible (Stintzing y Carle, 2005). ElI uso multiple de los nopales es, en parte,
debido a su contenido u obtencion a partir de ellos de fibra, vitaminas, esteroides,
minerales, antioxidantes, hidrocoloides, colorantes naturales (Saenz, 2004), aceite
comestible de la semilla y productos de la fermentacion (Corrales y Flores, 2003).
Ademas, los frutos son utilizados para preparar jugos, jaleas y mermeladas en la
industria tradicional de los alimentos. Se ha sefialado que, en parte, una de las
propiedades del nopal que lo ubica entre los alimentos catalogados con valor
nutraceutico es su riqueza en polisacaridos estructurales (fibra alimentaria,
polisacaridos no-disponibles) (Alvarez y Pefia-Valdivia, 2009), ya que se ha
demostrado su efecto en la reduccion del colesterol y prevencion de diabetes (Stintzing
y Carle, 2005).

La importancia del nopal en México se refleja en la superficie designada a su
cultivo, en el consumo Yy riqueza de sus especies y variantes. En México existen mas
de 10,500 ha utilizadas para la produccién de nopalitos consumidos principalmente
como verdura (Flores, 2001); su cultivo ocupa el 14° lugar por superficie sembrada y el
6° lugar por su produccion entre las principales hortalizas (Financiera Rural, 2011).

Por otro lado el género Agave incluye especies de importancia economica y esta
compuesto exclusivamente de plantas MAC (Dauvis et al., 2011). Evidencias cientificas
indican que las plantas de Agave spp. se cultivaron después del maiz, en el desarrollo
de la agricultura en Mesoamérica (Farnsworth et al., 1985) y que las poblaciones
naturales se dispersaron desde el suroeste de los Estados Unidos a través de América
Central, el Caribe y el norte de América del Sur (Garcia, 2007). El género Agave es
endémico de América, de sus aproximadamente 200 especies 150 pueden encontrarse
en Meéxico (Garcia, 2002) y han sido agrupadas en los subgéneros Agave y Littaea
(Gentry,1982).



Las plantas de Agave han sido utilizadas desde la antigiedad para satisfacer y
complementar necesidades basicas: alimento, forraje, medicamento, construccion y
ornamentales, entre otras (Espinoza-Paz et al., 2003); actualmente continia su uso
para fines diversos, entre los que destaca la elaboracién de bebidas fermentadas y
destiladas (derivadas principalmente del tallo) y fibras (extraidas principalmente de las
hojas) (Colunga-Garcia y Zizumbo, 2007; Dauvis et al., 2011).

Es el caso de A. tequilana, una de las especies mas importante, por que se
utiliza para producir tequila, el cual es consumido en todo el mundo. Esta especie se
cultiva principalmente en Jalisco y el area de cultivo ha alcanzado 62,000 ha (Pimienta-
Barrios et al., 2001). Ademas, cerca de 10 especies de Agave son cultivadas para la
elaboracion de mezcal, bebida destilada que ha adquirido importancia internacional
(Nobel, et al., 2002). Ademas, recientemente han sido reconocidos como una posible
fuente de biocombustible, los carbohidratos que se acumulan en sus tallos y la
lignocelulosa de sus hojas (Borland et al., 2009). Debe destacarse que ademas de la
importancia econoémica que el género Agave representa para México, tiene gran
relevancia ecoldgica, ya que muchas de sus especies son dominantes en los
ecosistemas del pais (Eguiarte et al., 2000).

En México, la mayor parte de la superficie cultivada con Opuntia y Agave se
localizan principalmente en las zonas aridas y semiaridas, sujetas a fuertes
restricciones edafo-climaticas con precipitacién escasa, ya que la estacidén seca puede
extenderse por 6 a 8 meses, suelos pobres y temperaturas elevadas, en las que el
desarrollo de los cultivos tradicionales es practicamente imposible (Borrego y Burgos,
1986). Esas condiciones modulan las respuestas ecofisioldgicas de las plantas y
determinan el éxito o fracaso de nuevas plantaciones comerciales (Davis et al., 2011).
Lo anterior confirma la necesidad de entender los mecanismos biofisicos, fisioldgicos y
bioquimicos que controlan la reaccion de las especies vegetales a ciertos factores
abidticos, como el déficit de humedad; ademas, asi como las particularides vy
generalidades de la reaccion entre especies y variantes.

El déficit de agua generalmente provoca estrés que se manifiesta como
alteraciones multiples. Es el caso de las modificaciones en las membranas celulares,

pues se han comprobado cambios en sus propiedades fisicoquimicas, lipidos vy



actividades enzimaticas dependientes de la integridad de las membranas; estos
cambios provocan numerosas modificaciones fisiolégicas, bioquimicas, y de otros tipos
(Garcia et al., 2008; Sanchez-Urdaneta et al., 2003).

Una respuesta que caracteriza a los tejidos de las plantas que crecen bajo déficit
de agua, por periodos de dias, semanas 0 meses, es el aumento de la liberacion de
solutos cuando esos tejidos son colocados en agua desionizada (Garcia-Ruiz et al.,
2008; Palta, 1990). Por lo que una forma de evaluar el dafo por déficit de humedad en
los tejidos es mediante la cuantificacion e identificacion de los iones liberados al medio
por los tejidos dafnados (Prasil y Zamecnik, 1998; Sanchez-Urdaneta et al. 2003 vy
2004).

El éxito de especies que toleran y crecen con potenciales de agua bajos (del
sustrato y los tejidos), como Opuntia y Agave, se debe en gran parte a que poseen
metabolismo acido crasulaceo (MAC), cuya caracteristica principal es la alta eficiencia
en el uso del agua, caracterizada por su apertura nocturna de estomas. Esto se asocia
con caracteristicas estructurales, que le permite retener y almacenar agua por periodos
largos, como densidad baja de estomas, cuticula gruesa y volumen prominente de sus
tejidos vegetativos en los que almacenan agua, caracteristica conocida como
suculencia (Garcia et al., 2008; Nobel et al., 2002).

Los cambios en el potencial de agua del suelo (Wa), el contenido de agua del
tejido o el grosor del tallo podrian estar relacionados con un decremento en la
conductancia estomatal y dar como resultado un decremento en la fijacién del CO»,
monitorear estos parametros y conocer sus cambios puede ayudar a tomar decisiones
acerca de la aplicacion esporadica de riegos comparado con riegos continuos (Davis et
al., 2011).

Garcia et al. (2008) evaluaron la alteracion en las membranas celulares
provocadas por un decremento del W, del suelo en cinco cultivares de O. ficus-indica
(L.) Mill. y observaron que los cambios en el potencial osmético (Wp) de los nopalitos
puede ser una caracteristica fisioldgica intrinseca y distintiva de las plantas de esa
especie. Ademas, sefalaron que la tolerancia de Opuntia spp. al déficit de agua, por
periodos de hasta 60 dias, es expresado como cambios moderados en Y, y

alteraciones minimas en la permeabilidad de las membranas celulares.



Por otro lado, los nopalitos son un alimento tradicional en México. Los
consumidores prefieren los nopalitos delgados, con apariencia fresca, turgentes, de
color verde brillante y contenido de fibra bajo (Corrales-Garcia et al., 2004). Debido a
que los nopales son plantas MAC, su acidez varia considerablemente (de 0.1 a 0.6 %
de acidez titulable) durante el dia, aun varios dias después de la cosecha; esto afecta
su sabor (Corrales-Garcia et al., 2004).

Los nopalitos son mas acidos al amanecer y su acidez disminuye rapidamente
en las primeras horas de luz (Corrales et al., 2004). En contraste, se desconocen las
diferencias, variaciones y posibles contrastes en la acidez de los nopalitos de las
especies silvestres, medianamente domesticadas y con un mayor grado de
domesticacién y aun entre variantes y cultivares. Se ha documentado que la especie, el
cultivar, los factores ambientales, el manejo del cultivo, la hora de cosecha, la
temperatura y el tiempo de almacenamiento modifican la acidez de los cladiodos
(Cantwell et al., 1992; Corrales et al., 2004). Como consecuencia, el contenido de
acidez podria variar debido a diferentes factores, de tal manera que si las variantes
comerciales, difieren en su acidez, probablemente también podrian afectar el sabor y a
su vez la preferencia y aceptabilidad de los consumidores (Corrales-Garcia, 2003).

Otra caracteristica relevante de la calidad de los nopalitos, ademas de la acidez,
es la textura. Con frecuencia se asocia la caracteristica crujiente y firme de las frutas y
verduras con la turgencia de las células, desaparecen cuando se pierde la adherencia
entre las células (Vincent, 2003). Asi la turgencia de las células esta determinada por
las fuerzas osmoticas ya que, juegan un papel importante en la textura de frutas y
hortalizas. La pared celular de los tejidos tienen un variado grado de elasticidad y son
altamente permeables al agua, iones inorganicos y moléculas pequenas (Garcia y
Pena, 1995). La combinacién de la textura y acidez en los nopalitos inciden en los
atributos de calidad que caracterizan a todo producto agricola y su preferencia al
consumirlos.

La presente investigacion se justifica por el hecho de que existe interés por
aprovechar la riqueza de las especies mexicanas de Opuntia y Agave para abundar en

el conocimiento del proceso de domesticacion, las caracteristicas biofisicas y quimicas



de las plantas MAC que les permiten sobrevivir en ambientes tan diversos y sugerir

nuevos usos y aprovechamiento del nopal y maguey.

Los objetivos planteados en esta investigacion son:

Conocer si existen patrones de variacion en las caracteristicas biofisicas y
quimicas, como firmeza, control de la liberacion de electrolitos a través de las
membranas celulares, Wy, contenido de solidos solubles y acidez, en plantas
de Opuntia en un gradiente de domesticacion.

Cuantificar el efecto y determinar si existen patrones en la reaccién a la
disminucidn de la humedad del suelo en las caracteristicas biofisicas y
quimicas, como firmeza, control de la liberacion de electrolitos a través de las
membranas celulares, ¥,, WA, Wr, contenido de sdlidos solubles totales,

acidez y contenido de clorofila de plantas MAC, como Opuntia spp. y Agave

Spp.

Las hipétesis planteadas son:

Los nopalitos de plantas de Opuntia spp. crecidas en condiciones de
invernadero y riego o deficiencia de humedad en el suelo, muestran
gradientes en sus caracteristicas biofisicas y quimicas relacionados con el

nivel de domesticacion.

Los cambios de las caracteristicas biofisicas y quimicas de los nopalitos y
hojas de plantas de maguey son menores, aun después de ser sometidas a
periodos prolongados (varios meses) sin suministro de humedad en el suelo

lo que les permite la supervivencia en ambientes aridos.

El potencial osmdético y la permeabilidad de las membranas celulares de los
nopales y las especies de Agave son afectados negativamente por la
disminucidon de la humedad en el suelo, siendo las especies silvestres mas

tolerantes a los niveles bajos de humedad en el suelo. Esto debido a que es



posible que las especies silvestres presenten mecanismos fisiolégicos de

defensa ante la falta de agua en etapas criticas del crecimiento.
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2. CARACTERISTICAS BIOFISICAS Y QUIMICAS DE NOPALITOS (Opuntia spp.)
EN CONDICIONES DE RIEGO Y EN UN GRADIENTE DE DOMESTICACION

2.1 Resumen

El proceso de domesticacién de las plantas ha sido asociado con el cultivo de sus
poblaciones silvestres en ambientes controlados, en el género Opuntia los cambios
bioquimicos-fisiolégicos asociados con la domesticacién se conocen incipientemente.
El objetivo del estudio fue evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas de nopalitos de
cinco especies de Opuntia en un gradiente de domesticacion definido por
caracteristicas morfologicas. La hipotesis a probar fue que en los nopalitos de las cinco
especies de Opuntia existen diferencias de sus caracteristicas fisicas y quimicas como
resultado de su grado de domesticacion. Se incluyeron ocho variantes de cinco
especies de nopal cultivadas con riego en invernadero. Se evalud la firmeza, el
contenido de solidos solubles totales (SST), el potencial osmético (ws) y la
permeabilidad de las membranas celulares. El estudio se realizd6 con un disefo
completamente al azar y seis repeticiones por tratamiento, cada una representada por
un cladodio de diferente planta. Se aplicé un analisis de varianza (ANDEVA) a los datos
y las diferencias entre los tratamientos se detectaron con la prueba de Tukey (P<0.05)
entre variantes y especies; ademas, se realizo el analisis multivariable de componentes
principales (CP). La firmeza y la permeabilidad de las membranas celulares
incrementaron con el nivel de domesticacion, la especie silvestre O. streptacantha y la
de mayor grado de domesticacion O. ficus-indica mostraron los valores extremos, 4.57
y 5.58 kgf (18 % de diferencia) y 13.55 y 17.26 uS cm™ g™ tejido fresco (19 % de
diferencia). El potencial osmético tendidé a disminuir con el gradiente de domesticacién,
de -0.63 MPa en O. streptacantha a - 0.71 MPa en O. ficus-indica. Los SST no
presentaron una tendencia. El analisis de CP mostré que la permeabilidad de las
membranas celulares y los SST definieron a O. streptacantha y a O. ficus-indica como
entidades biolégicas independientes; en contraste, las caracteristicas de O.
hyptiacantha, O. megacantha y O. albicarpa no definieron la separacion entre ellas y
las otras dos especies.

Palabras clave: Opuntia sp., domesticacion, firmeza, contenido de solidos solubles

totales, potencial osmoético, permeabilidad de las membranas celulares.
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BIOPHYSICAL AND CHEMICAL CHARACTERISTICS OF NOPALITOS
(Opuntia spp.) ON A GRADIENT OF DOMESTICATION

2.2 Abstract
The process of domestication of plants has been associated with the cultivation of wild
populations in controlled environments. The biochemical-physiological changes
associated with domestication are incipient known in the genus Opuntia. The aim of the
study was to evaluate the physical and chemical characteristics of five species of
nopalitos in a domestication gradient defined previously by morphological
characteristics. We hypothesized that the differences in physical and chemical
characteristic in nopalitos are the result of their degree of domestication. We included
eight variants of five species of nopalitos. The plants were grown under irrigation in
greenhouses. It was evaluated the firmness, the total soluble solids (TSS), the osmotic
potential (ys) and the permeability of cell membranes. The experiment was conducted
as a completely randomized design, with six replicates per treatment, represented by a
different plant cladodio. We applied analysis of variance (ANDEVA) on the data and the
differences between treatments were detected by Tukey test (P<0.05). Also, a principal
components analysis (CP) was carried out. The firmness and permeability of cell
membranes increased with the level of domestication, the wild species O. streptacantha
and O. ficus-indica (domesticated) showed extreme values, of firmness, 4.57 and 5.58
kgf (18 % difference) and permeability 13.55 and 17.26 uS cm™ g™ fresh tissue (19 %
difference). The osmotic potential tended to decrease with the domestication gradient of
-0.63 MPa (O. streptacantha) to -0.71 MPa (O. ficus-indica). The TSS did not show a
trend. The CP analysis showed that the permeability of cell membranes and TSS
defined to O. streptacantha and O. ficus-indica as independent biological entities, in
contrast, the characteristics of O. hyptiacantha, O. megacantha and O. albicarpa did

not shown a separation between them and the other two species.

Keywords: Opuntia sp., domestication, firmness, total soluble solids content, osmotic

potential and permeability of cell membranes
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2.3 Introduccioén

El género Opuntia esta distribuido desde la provincia de Alberta, Canada, hasta la
Patagonia, Argentina, y abunda en las zonas desérticas del sur de Estados Unidos,
México y América del Sur (Sene et al., 1996). En México se encuentra la mayor riqueza
de especies y cultivares de nopal (Opuntia spp.), por lo que es considerado uno de los
dos centros de origen y dispersion del género (Gallegos y Méndez, 2000). Se conocen
189 especies del género Opuntia (Anderson, 2001), de ellas 83 son reconocidas como
mexicanas (Guzman et al., 2003) y entre 10 y 12 son utilizadas para la produccion de
fruta y nopalito y la cria de cochinilla (Dactylopius coccus) de la que se extrae el
colorante carmin o grana. También, México posee una vasta riqueza de variantes
silvestres y domesticadas, entre las que destaca un grupo numeroso de cultivares de
O. ficus-indica, la especie con mayor grado de domesticacion e importancia econémica
(Reyes-Aguero et al. 2009; Reyes-Aguero y Aguirre, 2011).

La domesticacidn es un proceso evolutivo continuo, que actua en las plantas
silvestres, semi-domesticadas y domesticadas (Casas et al., 2007). EI proceso de
domesticacién en las plantas ha sido asociado con el cultivo en ambientes controlados
de sus poblaciones silvestres; aunque los humanos también han practicado formas
diferentes de manipulacion de las poblaciones silvestres. El proceso de domesticacion
afecta la genética, morfologia y composicion quimica de las plantas (Casas et al.,
1999).

A partir de 42 atributos morfologicos de cladodios maduros, nopalitos y frutos de
243 variantes de Opuntia, recolectadas en 31 localidades de siete estados de la
Altiplanicie meridional de México, Reyes-Aguero et al. (2005a) reconocieron un
gradiente de domesticaciéon. Entre los atributos mas importantes para la clasificacion
estuvieron las espinas radiales, el numero de espinas por aréola en el cladodio, el color
y peso de la pulpa de los frutos. En el gradiente O. streptacantha se ubicd en el
extremo silvestre, O. hyptiacantha y O. megacantha se ubicaron en la zona intermedia

y O. albicarpa y O. ficus-indica se localizaron en el extremo con domesticacién mayor.
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Se estima que en México existen alrededor de tres millones de hectareas de
nopaleras silvestres, potencialmente aprovechables, localizadas en zonas aridas,
semiaridas y templadas secas, principalmente de Aguascalientes, Baja California,
Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nuevo Ledn, Querétaro,
San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas y Zacatecas ( Flores et al., 1995;
Esparza, 2010). Ademas, existen nopaleras en huertos familiares, cuya produccion es
para autoconsumo Yy comercializacion en mercados regionales y plantaciones
comerciales. En el primer caso se desconoce el area destinada para esos fines y en el
segundo las nopaleras cultivadas ocupan poco mas de 53,876 ha para producir tuna,
mas de 10,000 que se destinan para producir nopalitos (Gallegos et al. 2009), 150,000
para forraje y unas 100 para producir grana de cochinilla (Financiera Rural, 2011;
Flores et al., 1995). La importancia econdmica y social actual del nopal en México
radica en la gran superficie ocupada por las nopaleras silvestres y cultivadas, el
numero de productores y consumidores, las regiones de cultivo, la diversidad de los
productos generados y el mercado extranjero creciente (Financiera Rural, 2011; Flores
et al., 1995; Bellén et al., 2009). También destaca el uso del nopal en medicina
tradicional, cosmetologia y conservaciéon de suelo (Garcia H. et al., 2003).

Para avanzar en el conocimiento de las reacciones de las plantas al ambiente es
necesario identificar los mecanismos con los que se adaptan a los cambios climaticos
(Palta, 1990) y a los procesos de seleccion, consiente e inconsciente, por los humanos
durante la domesticacién (Pena-Valdivia et al., 2011). Asi, parece posible evaluar
cambios bioquimicos, en la composicion de los tejidos, fisicos o de otra indole
sucedidos durante ese proceso si se contrastan individuos silvestres con domesticados
(Pena-Valdivia et al., 2010 y 2011). En el caso de los nopalitos, por sus caracteristicas,
en el presente estudio se consideré de interés evaluar variables que pueden estar
relacionadas con el cambio milenario desde los ambientes silvestres hasta los
domesticados, en el intermedio estan una serie de poblaciones con diferente grado de
cultivo, destacando, para el caso del nopal los ambientes de solares o traspatios
(Reyes-Aguero et al., 2005b); sin embargo en el estudio de las variables morfoldgicas
de los nopalitos que los autores consideraron (prominencia del podario, color alrededor

de la aréola, longitud, forma, consistencia y el color del indumento) (Reyes-Aguero et
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al., 2009), solo fue importante en términos estadisticos, el numero de espinas por
aréola (Reyes-Aguero et al.,, 2005b). Sin embargo, los cambios en el proceso de
domesticacion, podrian detectarse en estructuras como las membranas celulares, que
reaccionan aceleradamente a los cambios ambientales (Garcia-Ruiz et al., 2008) y su
funcionalidad es la suma de los cambios que ha permitido a las especies permanecer
en su habitat. Otro caso es el potencial osmético, que representa parte de la capacidad
potencial de la planta para hidratarse y es usado como indicador de tolerancia a la
sequia; su valor puede ser regulado por factores diversos que caracterizan a la planta y
que le permiten minimizar las diferencias en el potencial hidrico de sus tejidos y su
entorno (Liu et al.,, 2003). También, entre las caracteristicas que podrian ser
modificadas como resultado de la seleccion artificial reiterada del érgano de interés
antropocéntrico durante la domesticacién esta la resistencia a la ruptura del tejido
(fuerza requerida para penetrarlo), que permite evaluar su firmeza, dureza o ternura e
indirectamente el grosor y resistencia de la cuticula (Colunga et al., 1986; Lopez
Palacio et al., ) y el contenido de moléculas que determinan el sabor del nopalito, como
los acidos organicos, cuantificables como sodlidos soluble en el tejido (Casas et al.,
1999).

El objetivo de esta investigacion fue identificar diferencias y semejanzas en
caracteristicas fisicas y quimicas de los nopalitos de ocho variantes silvestres,
semidomesticadas y domesticadas, de cinco especies de Opuntia cultivadas con riego
en condiciones de invernadero. La hipotesis fue que el potencial osmotico (ws), la
permeabilidad de las membranas celulares, el contenido de sdlidos solubles totales y la
firmeza del tejido de los nopalitos también muestran un gradiente entre los materiales
silvestres y domesticados reconocidos mediante caracteres morfolégicos de frutos y

cladodios.
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2.4 Materiales y métodos
2.4.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

En junio de 2010 se recolectaron cinco especies de Opuntia en la coleccion del
Depositario Nacional de Opuntia, localizada en el Centro Regional Universitario Centro
Norte de la Universidad Auténoma de Chapingo (CRUCEN-UACHh), localizado a 4 km al
suroeste de la ciudad de Zacatecas, México, en la localidad de “Huertas del Orito”. En
este lugar las especies han estado creciendo en las mismas condiciones, durante 10
afnos en promedio (Gallegos y Mondragon, 2011). Este lugar cuenta con clima
BS1kw(w)(e)g, esto es un clima seco estepario, templado, con verano calido y lluvioso,
la oscilaciéon anual promedio de temperatura entre 7 y 14 ° C, el mes mas calido ocurre
antes del verano, los inviernos son frios (Garcia, 2004). La recolecta incluyé ocho
variantes (seis cladodios maduros de cada una); una variante de O. streptacantha Lem
(Cardona de Castilla), dos de O. hyptiacantha F.A.C. Weber (San Pedrefia y Amarilla
Olorosa), una de O. megacantha Salm-Dyck (Amarillo Platano), una de O. albicarpa
Scheinvar (Villa Nueva) y tres de O. ficus-indica (L.) Miller (Copena V1, Rojo Vigor y
Atlixco), representantes del gradiente de domesticacién reconocido por Reyes-Aglero
et al. (2005a).

Los cladodios seleccionados provenian de ramas formadas por cladodios
maduros, sanos, vigorosos, sin evidencia de plagas o enfermedades, con una
coloracién homogénea, longitud y anchura promedio de 34.5 y 20.6 cm y biomasa
fresca de 940 g. Los cladodios fueron plantados individualmente, el 8 de julio del 2010,
en macetas de material plastico (28.5 cm de altura por 31 cm de diametro y 19 L de
capacidad), con 15 kg de una mezcla de suelo y grava de tezontle (3:1, v:v).

El suelo utilizado fue de la clase textural migajon arenoso con 52 % de arena, 27
% de limo y 20 % de arcilla, las constantes de humedad del substrato fueron la
capacidad de campo (CC) 27 % y el punto de marchitamiento permanente (PMP) 13
%; con pH de 6.5, su conductividad eléctrica 6.4 dS m'1, y las concentraciones de N, P,
K, Ca, Mg fueron 0.36 %, 269 mg kg™, 1.1 cmol kg™, 0.57 cmol kg™, 0.67 cmol kg™
respectivamente.

Las plantas, fueron distribuidas al azar, se mantuvieron en un invernadero del

Posgrado en Botanica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillos, estado de
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México, ubicado a 19° 29’ de LN y 98° 53’ de LO, a una altura de 2240 msnm. El clima
se clasifica como Cb(Wo)(W)(i')g, que corresponde a un templado sub-humedo con
lluvias en verano, una época seca en invierno y con poca oscilacion térmica (5y 7 °C)
la temperatura media anual es de 15.5 °C. La precipitacion media anual es de 664
mm (Garcia, 2004).

Dentro del invernadero la temperatura media dia/noche fue 30/16 °C, la humedad
relativa media dia/noche fue 33/39 % vy la iluminacion fue natural (mediciones promedio
durante un mes). Se aplicé 1 L de agua semanalmente a cada maceta. Después de
dos meses (principios de septiembre) inicié el desarrollo de brotes vegetativos, y entre
finales de septiembre e inicio de diciembre fueron cosechados los nopalitos con
longitud entre 15y 20 cm, colocados en bolsas de polietileno, trasladados al laboratorio

y analizados.

Determinacion del contenido de humedad en el suelo

El contenido de humedad del suelo se determind en la zona radical del cladodio madre
a una profundidad de 10 a 15 cm. Se evaluaron 15 muestras de suelo de 1 g de peso
seleccionadas al azar; las muestras fueron deshidratadas a temperatura constante (105
°C durante 24 h) en un horno hasta alcanzar peso constante. Los datos fueron
expresados como porcentaje del contenido de agua del suelo segun la siguiente

ecuacion:

w= Msh—Mss = (Mag ) 100
Mss Mss

w = contenido de humedad del suelo expresado en %
Mag = masa del agua
Msh = masa del suelo humedo

Mss = masa del suelo secado en estufa

Determinacion de la firmeza
La firmeza (kgf) se determind con un penetrémetro manual (FT 327, QA Supplies, LLC),
con capacidad entre 0 a 13 kgf, en cinco secciones de la base al apice y tres

repeticiones a lo ancho del nopalito.
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Determinacién del contenido de sélidos solubles totales

El contenido de sdlidos solubles totales (SST en °Brix) se evalu6 en tres secciones a lo
largo del nopalito (base, centro y apice), los nopalitos fueron cosechados entre las 9:00
y 10:00 h de los dias en que se efectuaron los muestreos. De cada seccion se tomaron
tres muestras con un sacabocado de 1.5 cm de diametro. Cada muestra se envolvié en
papel aluminio y se mantuvo a -4 °C por 24 h, después se introdujo en una jeringa
hipodérmica y al descongelarse el émbolo se presion6 para obtener la savia a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C); una alicuota de savia (0.3 mL aproximadamente) se

coloco sobre el sensor de un refractometro digital (Atago PAL-1) y se tomo la lectura.

Determinacion de la permeabilidad de las membranas celulares
La permeabilidad de las membranas celulares fue evaluada mediante la liberacién de
electrolitos de segmentos frescos y congelados de 1.5 cm de diametro, de tres regiones
del nopalito (base, centro y apice). Cada segmento se pes6 en una balanza analitica
(Scientech, EE.UU., precision de 0.0001 g), se colocd en una caja Petri con 25 mL de
agua desionizada y se mantuvo con agitacién ligera y constante en un agitador orbital
(VSOS-4P Lab Plus Series PRO), a temperatura ambiente (25 + 2 °C). La
conductividad eléctrica del medio se midié con un conductimetro digital (HoribaB-173,
Japoén) y los valores fueron ajustados a 1 g de tejido. Las lecturas se tomaron en
intervalos de 30 min durante 3 h. Otro grupo de muestras se congelé y se midio la
liberacion de electrolitos en forma similar que en las muestras frescas.

La estabilidad relativa de la membrana celular, expresada como porcentaje de
liberaciéon de electrolitos, fue estimada con los cambios de la conductividad eléctrica del
medio de suspension de los segmentos de tejido fresco (C.E.) y del tejido muerto por

congelacion (Cy,) de los segmentos, con la siguiente igualdad (Huang, 2006):

Permeabilidad relativa de las membranas celulares (%) = (C.E. / C) x 100

Determinacion del potencial osmético del tejido
El potencial osmotico (ys) se midid en la base, centro y apice del nopalito. Segmentos
(1 cm de diametro) del tejido se envolvieron en papel aluminio y se mantuvieron en un

congelador (-4 °C por 24 h); después, cada muestra se introdujo en una jeringa
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hipodérmica, se dej6é descongelar a temperatura ambiente (25 = 2 °C) y se aplicéd
presion con el émbolo de la jeringa hasta obtener la savia. Se recolectaron 10 uL del
extracto celular con una micropipeta (Biopette autoclavable), se colocaron sobre un
disco de papel filtro de 6 mm de diametro y el ys se midié en un osmometro de presion
de vapor (Wescor 5520, EE. UU.).

2.4.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizd un disefio experimental completamente al azar con seis repeticiones, cada
una representada por un nopalito proveniente de plantas distintas. Los datos fueron
examinados con un andlisis de varianza (ANDEVA), comparaciones multiples de
medias, entre variantes y especies, con la prueba de Tukey (P<0.05), y el analisis
multivariable de componentes principales (CP). Estos analisis se realizaron con el
paquete estadistico SAS V9. La representacion grafica de los datos se obtuvo con el

programa SigmaPlot de Jandel Scientific (Versién 10.0).
2.5 Resultados y discusién

El suelo de las macetas se mantuvo en promedio con 30 % de humedad

(equivalente a -0.3 MPa) en la zona de las raices.

2.5.1 Firmeza

Para conocer si la firmeza es o no homogénea a lo largo del nopalito, tres especies (O.
streptacantha, O. hyptiacantha y O. ficus-indica). Se seleccionaron tres de las especies
debido a que no se contaban con suficientes nopalitos para la realizacién del analisis
(se evaluaron cinco zonas equidistantes entre la base y el apice y tres repeticiones a lo
ancho del nopalito). La firmeza varié (P<0.05) a lo largo del nopalito, incremento
linealmente de la base al apice y la de ésta seccion fue entre 11 y 20 % mayor que la
base de las tres especies evaluadas (Figura 2.1).

Con base en estos resultados, para conocer las diferencias y semejanzas entre
las ocho variantes y cinco especies se compararon y se presentan los promedios de la
firmeza de las cinco secciones de los nopalitos. Se observo que la firmeza media varid

(P=<0.05) entre las variantes, la diferencia maxima representé 20 % entre Cardona de
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Castilla de O. streptacantha y Atlixco de O. ficus-indica (4.57 a 5.58 kgf). Ademas, fue
evidente la disparidad entre las variantes de una misma especie, pues Amarilla Olorosa
tuvo firmeza 6 % menor (P<0.05) que San Pedrefia, ambas O. hyptiacantha y entre los
cultivares Atlixco y Rojo Vigor, de O. ficus-indica, la diferencia representé 12 % (Figura
2.2).

T I T I T I T I T
0 5 10 15 20
Longitud del nopalito (cm)

@ O. streptacantha (Cardona de Castilla)
B O. hyptiacantha (Amarilla Olorosa)
A 0. ficus-indica (Atlixco)

Figura 2.1. Firmeza (x e.e.) a lo largo de los nopalitos de tres especies de Opuntia
(n=10).

La variabilidad de la firmeza de los nopalitos entre cultivares también la
observaron Betancourt-Dominguez et al. (2006); estos autores sefialaron que la fuerza

de compresidn maxima en los nopalitos con 17 y 22 cm de longitud, de los cultivares



domesticados Blanco con Espinas, Blanco sin Espinas y Verde Valtierrilla, alcanzé
diferencias que representaron entre 47 y 56 %, entre Valtierra y ambos Blanco.

Lopez-Palacio et al., 2010 encontraron que la resistencia a la penetracion de los
nopalitos de O. ficus-indica y N. cochenillifera, en los estadios de crecimiento GS1 vy
GS2, fue similar (p>0.05) y mayor (p<0.05) que la de los nopalitos de O. undulata x O.
tomentosa y O. robusta spp. larreyi; sin embargo, los nopalitos GS3 de O. ficus-indica
fueron los mas resistentes a la penetracion (p<0.05), y los correspondientes de las
otras especies, fueron estadisticamente iguales entre si. Los autores concluyen que el
incremento general en resistencia a la penetracion con el desarrollo de GS2 a GS3
pudo deberse al aumento del contenido de celulosa y lignina (Garcia y Pena, 1995). En
efecto, Ramirez-Tobias et al. (2007) registraron un incremento significativo en el
contenido de fibra insoluble en detergente acido al pasar del GS2 al GS3, y Guevara et
al. (2003) observaron en nopalitos de O. ficus-indica menor resistencia a la
penetracion, a menor contenido de fibra cruda. Con la finalidad de observar el posible
efecto de la cuticula sobre la resistencia a la penetracién, se midié su grosor en
cladodios de un afo de edad de las especies evaluadas. Ademas, en los cortes
transversales se les observo la distribucion de celulosa y lignina al tedirlas con verde
rapido y safranina, respectivamente (Ruzin, 1999). Al realizar las mediciones en
microscopio, se registré que N. cochenillifera presentd la cuticula mas delgada (4.10
0.99 um), y O. ficus-indica la mas gruesa (17.45 + 3.53 ym); ademas, se observaron
entre cinco y seis hileras de células hipodérmicas y en las células de la hilera mas
cercana a la epidermis se observaron drusas (cristales de oxalato de calcio); asimismo,
las células parenquimatosas mostraron tener la mayor proporcion de celulosa. Cabe
destacar que los valores obtenidos de resistencia a la penetracién fueron menores que
los registrados en nopalitos desarrollados sin riego (Rodriguez-Felix y Villegas-Ochoa,
1997; Guevara et al., 2003). Estas observaciones sugieren que la resistencia a la
penetracion puede depender mas de la lignificacion de la pared celular de la hipodermis

y de la cadena de drusas, que de la cuticula y la epidermis.
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Figura 2.2. Firmeza promedio a lo ancho de nopalitos (+ e.e.) de ocho variantes de

cinco especies (cada una representada por un color) de Opuntia (n=3).

La firmeza mostré diferencias significativas entre especies. Los nopalitos
silvestres de O. streptacantha mostraron la firmeza menor de las especies del gradiente
de domesticacion; ademas, se observo un gradiente de incremento aparente de la
firmeza con el de domesticacion (Figura 2.3). En coincidencia con estos resultados,
Betancourt-Dominguez et al. (2006) observaron que la fuerza de compresion maxima

en los nopalitos de los cultivares Blanco sin Espinas y Blanco con Espinas (cultivares
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probablemente de O. atropes) fue significativamente mayor que la de una recolecta
silvestre; aunque, entre esta y el cv. Valtierra no existio diferencia.

Lépez-Palacio et al. (2010) al evaluar la resistencia a la flexién longitudinal y lateral de
nopalitos, encontraron que la maduracion de los nopalitos incremento la resistencia a la
flexién longitudinal en O. robusta spp. larreyi (p<0.05) desde GS1 hasta GS3, mientras
que los nopalitos de las otras especies no requirieron de mayor fuerza para doblarse.
La flexibilidad lateral fue similar estadisticamente (p>0.05), en los nopalitos GS1 y GS2
de las cuatro especies; a la vez, los nopalitos GS3 de las cuatro especies requirieron
de mayor fuerza para arquearse transversalmente; los autores encontraron que la
resistencia a la flexion de nopalitos podria estar relacionada con la turgencia del
nopalito y con la disposicion de las fibras asociadas a los haces vasculares. En relacion
con el modelo o patron de las fibras, éstas van de un margen a otro del cladodio en
forma diagonal formando una red, pues se entrecruzan y entre ellas forman espacios
de forma rombica (Gibson y Nobel, 1986). Asimismo, la longitud y anchura de estos
espacios parecen estar asociados con la relacion anchura:longitud del cladodio. Asi, en
los nopalitos de O. robusta spp. larreyi, con una relacién anchura:longitud (0.66) mas
cercana a 1, sus fibras forman redes con huecos menos alargados que los de las otras
especies evaluadas. En un estudio realizado por Rodriguez-Felix y Villegas-Ochoa
(1997) con nopalitos de O. ficus-indica de 20 cm (equivalentes al GS3), producidos en
el campo a la intemperie, se registrd6 una resistencia a la flexién (longitudinal y
transversal) superior a la registrada en el presente estudio. La mayor resistencia de los
nopalitos desarrollados en el campo, sin abasto continuo de agua y con mayores
tensiones mecanicas, puede deberse a que en esas condiciones las fibras asociadas a
sus haces vasculares desarrollan mayor robustez, que las de los nopalitos cultivados

en sistemas hidropdnicos y en el ambiente protector del invernadero.
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Figura 2.3. Firmeza promedio de nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de Opuntia (n= 3

repeticiones por variante, obteniendo el promedio por cada especie)
2.5.2 Sélidos solubles totales

Tres secciones equidistantes entre la base y el apice se evaluaron para conocer si el
contenido de solidos solubles es 0 no homogéneo a lo largo del nopalito. El contenido
de sdlidos solubles totales incrementé (P<0.05) a lo largo del nopalito linealmente y de
manera positiva, de la base al apice y ésta seccién presenté en promedio 17 % mas
sélidos solubles que la base en las tres especies (O. streptacantha, O. hyptiacantha y

O. ficus-indica) seleccionadas para esta evaluacion (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Sdlidos solubles totales promedio (+ e.e.) a lo largo de nopalitos de tres

especies de Opuntia (n= 10)

Con base en estos resultados, para evaluar las diferencias y semejanzas entre
las variantes y especies se compararon y presentan los promedios del contenido de
sélidos solubles de las tres secciones por nopalito. Esta caracteristica fue poco
variable entre las especies, ya que se observaron diferencias minimas y sin una
tendencia identificable. Amarillo Platano de O. megacantha y San Pedrefia, de O.
hyptiacantha presentaron la diferencia (P<0.05) mayor entre las ocho variantes y esta
ultima, junto con Copena V1, Rojo Vigor y Atixco, presentd solidos solubles totales mas
elevados que el resto de las variantes, que resultaron significativamente similares entre

ellas (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Sdlidos solubles totales promedio (+ e.e.) de nopalitos de ocho variantes,

de cinco especies (cada una representada por un color) de Opuntia (n= 10)

Los solidos solubles totales de los nopalitos, como en otros vegetales (Haard,
1976), podrian estar constituidos principalmente por acidos organicos y azucares; no
obstante, Rodriguez-Félix y Cantwell (1988) sugirieron que en los nopales los azucares
representan menos del 50 % de los soélidos solubles totales. La aportacion de los
acidos organicos al valor de los soélidos solubles en los tejidos frescos de los nopalitos
dependera de la hora de evaluacion, pues la acidez varia ampliamente a lo largo del
dia (Corrales-Garcia et al., 2004). Ademas, la variacion también es dependiente de la
nutricion, estrés por déficit de humedad, estacion del afio y edad de la planta (Stintzing

y Carle, 2005; Urrestarazu, 2003). En consecuencia, la comparacién entre los
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resultados del presente estudio y los de la literatura podria llevar a interpretaciones
erroneas por la falta de coincidencia de las condiciones de crecimiento de los nopalitos
y la hora de muestreo.

Las diferencias del contenido de sdlidos solubles totales (P<0.05) entre las cinco
especies fluctuaron sin una tendencia identificable. Las especies silvestre O.
streptacantha y con grado intermedio de domesticacion O. megacantha presentaron los
valores menores (promedio 3.5 °Brix), entre las especies restantes no hubo diferencia

(P>0.05) y presentaron en promedio 3.7 °Brix (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Sélidos solubles totales promedio de nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de
Opuntia (n=10 repeticiones por variante, obteniendo el promedio por cada
especie).
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Independientemente del efecto del ambiente que modifica el contenido de
solidos solubles totales de los nopalitos, los resultados de este estudio indican que en
condiciones similares esta variable en los nopalitos es un caracter que no refleja los
efectos de la domesticacion. Similarmente, el contenido de sdélidos solubles de los
nopales, de dos afos de edad, de seis especies de Opuntia cultivadas en condiciones
de campo fue poco variable (entre 7.1 y 8.6 °Brix) y no hubo diferencia entre O.
streptacantha y O.ficus-indica (Villareal et al., 1963); los nopales de O. albicarpa, O.
ficus-indica y O. inermis con longitud entre 15 y 25 cm fueron similares entre si y
promediaron 6.9 °Brix en un estudio realizado por Rodriguez-Félix y Cantwell (1988) y
4 °Brix en el realizado por Camarillo y Grajeda (1979). Este atributo es mas comun
realizarlo en los frutos y Reyes-Aguero et al. (2005) encontraron que la variacioén va de
1.74 a 18.92 °Brix y es uno de los atributos que se relaciona con el proceso

domesticacién, siendo los frutos de O. albicarpa y O. ficus-indica, los mas dulces.
2.5.3 Potencial osmaotico del tejido (ys)

Entre las especies seleccionadas para esta evaluacion se observé que el W, fue mayor
en la base (P<0.05) de los nopalitos de O. streptacantha y tendié a disminuir a lo largo
de los de O. hyptiacantha y O. ficus-indica linealmente hacia el apice (Figura 2.7). La
diferencia que se observa es debido a las diferencias en las tasas de fotosintesis, es
decir mas acidos organicos. En esta condicion las células en fase de crecimiento
acelerado se caracterizan por sus concentraciones bajas de solutos en la vacuola e
hidratacion alta del protoplasma, lo que resulta en valores altos de W de los tejidos
frescos, debido a que la vacuola ocupa alrededor del 90 % del volumen celular. En
contraste, las células en estado de latencia se caracterizan por su concentracion alta
de solutos en la vacuola e hidratacidon baja del protoplasma, lo que resulta en valores
bajos de W de los tejidos (Palta, 1990).

El W medio de los nopalitos de las ocho variantes vario entre -0.64 y -0.74 MPa
y existio diferencia significativa entre ellas (Figura 2.8). Los tres cultivares de O. ficus-
indica presentaron W similar (P>0.05) entre si; lo que indica que esta variable puede

ser relativamente estable dentro de la especie. En contraste, el W¢ de las variantes
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silvestres de O. hyptiacantha fueron significativamente diferentes entre si y sus valores

estuvieron en los extremos observados.

Longitud del nopalito (cm)

5 10 15 20
05 | | | |

Potencial osmotico (MPa)

© O. streptacantha (Cardona de Castilla)
B O. hyptiacantha (Amarilla Olorosa)
A 0. ficus-indica (Atlixco)

Figura 2.7. Potencial osmaético promedio (- e.e.) de tejido fresco a lo largo de nopalitos

de tres especies de Opuntia (n= 10)

El W, fue diferente (P<0.05) entre las especies y su tendencia general de disminucion
se observd con el gradiente de domesticacion, con excepcién de O. albicarpa. Los
valores extremos correspondieron a la especie silvestre O. streptacantha (-0.63 MPa) y
a la domesticada O. ficus-indica (-0.71 MPa) (Figura 2.9).
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Figura 2.8. Potencial osmatico (- e.e.) promedio de tejido fresco de nopalitos de ocho
variantes de cinco especies (cada una representada por un color) de Opuntia (n=
10)
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Figura 2.9. Potencial osmaético promedio (- e.e.) de tejido fresco de nopalitos de cinco
especies de Opuntia (n= 10 repeticiones por variante, obteniendo el promedio

por cada especie).

El W, de los nopalitos silvestres es mayor en comparacién con la de las especies
domesticadas, lo cual podria estar relacionado con la capacidad de las plantas para
permanecer en los ambientes naturales o de cultivo. Aunque las condiciones en las que
se desarrollaron los nopalitos evaluados en el presente estudio parecen éptimas, o
cercanas a las optimas, para las especies domesticadas y opuestas a las del ambiente
silvestre, con suelos empobrecidos y someros, lluvias escasas y erraticas (Nobel, 1988;
Reyes-Aglero et al. 2009), los tejidos de las variantes silvestres se mantuvieron
hidratados por el riego frecuente, el W, fue contrastante entre las especies.

Si el W representa la disminucion de la capacidad de desplazamiento del agua

debido a la presencia de solutos, pues a medida que la concentracion de soluto
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aumenta, el W5 disminuye, por consiguiente; el contenido de solutos de las especies
silvestres seria menor que el de las domesticadas. Efectivamente, esta tendencia se
observd en los resultados de la Figura 2.6. Asi, en las condiciones del estudio, los
nopalitos de la especie domesticada O. ficus indica, presento el W5 menor, mostrando
una mayor capacidad para extraer agua del suelo, en contraste; la especie silvestre O.
streptacantha mostro el W mayor, posiblemente se deba al estado hidrico del
protoplasma celular, el cual es independiente de la condicion hidrica del ambiente. Las
diferentes especies responden ya sea maximizando la absorcion de agua o bien
minimizando las pérdidas de agua, ambos mecanismos mantienen a las plantas dentro
del estado de turgor, lo cual conlleva diferentes costos energéticos. Resultados
similares observaron Garcia et al. (2008) con los nopalitos de una variante de O.
streptacantha y cinco cultivares de O. ficus-indica cultivados en condiciones de
invernadero y riego; aunque, las diferencias entre los W de los tejidos parecian
minimas, si fueron significativas, la variante silvestre presenté el Wy mayor, y la
diferencia mas amplia se observé entre esta variante y el cv. Moradaza, con W de -1.6
y -2.9 MPa.

2.5.4 Permeabilidad de las membranas celulares

En las tres secciones de las tres especies seleccionadas para esta evaluacion, O.
streptacantha, O. hyptiacantha y O. ficus-indica, generaron conductividad eléctrica,
equivalente a los electrolitos liberados por los tejidos, en dos fases: la inicial fue breve y
acelerada durante los primeros 30 minutos y la segunda consistié en el aumento lento
durante 2.5 h (Figura 2.10 A-C). En la fase inicial la conductividad eléctrica generada
por las secciones de los nopalitos de las tres especies fue similar. En contraste, en la
segunda fase si hubo diferencias (P<0.05) entre las secciones y desde el inicio de esta
fase la liberacion de electrolitos de la base, de las tres especies, parecio la menor, pues
la conductividad del medio en el que estaban esos tejidos se mantuvo baja. Las
diferencias entre el tejido de la region media y del apice fueron menos evidentes en O.
streptacantha y O ficus-indica, pero en O. hyptiacantha se obtuvieron valores

intermedios de la zona media del nopalito y los valores mayores del apice. El gradiente
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de liberacidn de electrolitos a lo largo del nopalito puede deberse al gradiente de
edades de los tejidos en desarrollo. Los resultados indicaron que, en las condiciones
de la evaluacion, las tres secciones de los nopalitos generan la conductividad eléctrica
maxima entre las 2.5 y 3 h y la comparacion de las ocho variantes seria conveniente
hacerla con los tejidos de la seccidén media o del apice porque son los que registran las
conductividades mayores.

La comparacién de medias de la conductividad eléctrica mostrd diferencias
significativas entre las ocho variantes (Figura 2.11). Los tejidos de los nopalitos
silvestres de Cardona de Castilla generaron la conductividad menor (13.55 pSiem
cm” g’ tejido fresco) y los cultivares Villanueva, Atlixco y Copena V1 las mayores
(promedio 17.26 pSiem cm™ g™ tejido fresco). Estos resultados indican que bajo las
mismas condiciones de cultivo las variantes presentaron permeabilidad diferente de
membranas, contenido intracelular de electrolitos distinto o ambos (Prasil y Zamecknik,
1998). En contraste, en un estudio en el que se incluyeron cuatro cultivares de O.
ficus-indica y una recolecta de O. streptacantha, cultivados en invernadero Garcia et al.
(2008) no observaron diferencia significativas en la conductividad eléctrica generada
por los segmentos de nopalitos entre los tratamientos con riego (ya del suelo de -0.3
MPa).
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Figura 2.10. Conductividad eléctrica promedio (+ e.e) del medio acuoso, en funcién del
tiempo, de segmentos de tejido fresco de la base (O), centro (A) y apice (O) de
nopalitos de tres especies de Opuntia, crecidos en condiciones de invernadero y
riego (n= 10)
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Figura 2.11. Conductividad eléctrica promedio (+ e.e.) generada en el medio acuoso
por segmentos de tejido fresco de nopalitos (Opuntia spp.), en un gradiente de

domesticacion, cultivados en condiciones de invernadero y riego (n= 10)

La conductividad eléctrica generada por los tejidos de los nopalitos agrupados
por especie mostré diferencias significativas e incrementé con el nivel de domesticacion
(Figura 2.12). Las diferencias entre O. streptacantha y O hyptiacantha, y O. albicarpa y
O. ficus-indica representaron entre 15y 31 %. Este resultado se obtuvo de nopalitos
de plantas crecidas en condiciones diferentes a su habitat y en pocas variantes de cada
especie; sin embargo, es un indicio de que la permeabilidad de las membranas
celulares de sus tejidos si es modificada durante el proceso de domesticacion. La
permeabilidad menor de las membranas celulares de las especies silvestres puede

estar relacionada con la reaccidén constante de sus tejidos a la humedad limitada y que
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se traduce, entre otros aspectos fisioldgicos, en turgencia incrementada en estas

especies (Garcia et al., 2008).
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Figura 2.12. Conductividad eléctrica media en medio acuoso generada por el tejido
fresco de nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de Opuntia (n= 10 repeticiones por

variante, obteniendo el promedio por cada especie).

La permeabilidad relativa de las membranas celulares de los nopalitos
de las ocho variantes mostré diferencias significativas. La variante silvestre
Cardona de Castilla generd la liberaciéon menor de electrolitos (17.20 %) y los
cultivares Rojo Vigor y Copena V1 presentaron la mayor (en promedio 27.8 %)

(Figura 2.13); la diferencia entre estos extremos representdé 38 %. Con el
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congelamiento de los tejidos las membranas celulares se rompen y liberan su
contenido al medio por lo que la conductividad eléctrica alcanza los valores

maximos (Palta, 1990).
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Figura 2.13. Permeabilidad relativa de las membranas celulares (+e.e) de tejido de
ocho variantes de nopalitos, cultivados con riego y en condiciones de
invernadero. Cada barra es el promedio de la relacion: conductividad eléctrica
del medio acuoso de tejido fresco después de 3 h, sobre la conductividad
generada por el tejido muerto, por congelacion, multiplicada por 100 (n= 10).
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Las diferencias (P<0.05) de la permeabilidad relativa de las membranas
celulares, generadas por las muestras previamente congeladas, entre las variantes
puede deberse: a) a que los electrolitos liberados por los tejidos (el contenido celular),
sea diferente entre las variantes, b) que las concentraciones de algunos o todos esos
electrolitos son distintos entre las variantes, aunque los nopalitos se desarrollaron en
condiciones similares y en el mismo sustrato, o ¢) ambas posibilidades. Por lo anterior,
las diferencias significativas en la permeabilidad relativa de las membranas celulares
de los tejidos, entre las cinco especies pueden tomarse como evidencia de diferencias
en la respuesta al cultivo entre ellas; ya que se observd que esta variable aumenté con
el gradiente de domesticacion, desde 17.20 % en O. streptacantha hasta 26.12 % en
O. ficus-indica (Figura 2.14) en condiciones de riego, indicando que existen diferencias
en las respuestas fisioldgicas entre especies, mostrando que el mantenimiento vy la
estabilidad de la membrana celular fue mayor para las especies silvestres en
comparacion con las domesticadas, presentando una mayor pérdida de agua en el

tejido del nopalito donde se presentd un mayor dafio en la membrana celular.
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Figura 2.14. Permeabilidad relativa de las membranas celulares (+ e.e.) de nopalitos
de cinco especies de Opuntia (n=10 repeticiones por variante, obteniendo el
promedio por cada especie).
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Andlisis multivariable de componentes principales

El ACP se realiz6 para identificar algunas caracteristicas fisicas y quimicas que pueden
estar relacionadas con el proceso de domesticacion de Opuntia. El analisis incluyd la
liberacion de electrolitos, potencial osmético, firmeza y contenido de sodlidos solubles
totales de las ocho variantes agrupadas en cinco especies.

Los tres primeros CP explicaron 82.4 % de la variabilidad total (Cuadro 1). El
CP1 tuvo la correlacion positiva mayor con la conductividad eléctrica. Asi el CP1
estuvo relacionado con la permeabilidad natural de las membranas celulares de los
tejidos de los nopalitos. El CP2 tuvo la correlacion positiva mayor con el contenido de
sélidos solubles totales. Por lo que, puede decirse que este CP estuvo relacionado con
la composicion celular de los tejidos. Mientras que el CP3 se correlaciond
negativamente con Ws. Esto indica que el tercer CP tuvo relacion inversa con la
capacidad de desplazamiento del agua debido a la presencia y concentracion de
ciertos solutos en las células, es decir se relaciond principalmente con el nivel de

hidratacion del protoplasma (Cuadro 1).

Cuadro 2.1. Valores propios y proporcion de la varianza acumulada de los tres primeros
CP, obtenidos a partir de las caracteristicas fisicas y quimicas de ocho variantes

de nopalitos (Opuntia spp.).

CP1 CP2 CP3
Proporcion de varianza acumulada 0.3593 0.6128 0.8237
Conductividad eléctrica 0.6320 -0.0497 0.1095
Firmeza 0.5789 -0.1063 0.5760
Potencial osmético 0.5131 0.2680 -0.7591
Sdlidos solubles totales -0.0465 0.9562 0.2825

La representacion grafica del CP2 en funcion del CP1 (Figura 3.15 A) mostro
separacion casi total de las especies silvestres O. streptacantha y domesticadas O.

ficus-indica, con cierto traslapo de ellas sobre el CP1.
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Figura 2.15. Ordenacion en tres componentes principales (CP) de nopalitos, de ocho
variantes, de cinco especies de Opuntia, basada en cuatro caracteristicas

biofisicas y quimicas.

Este resultado indica que las dos especies en los extremos del gradiente pueden
considerarse unidades bioldgicas independientes. En contraste, las otras tres especies

se localizaron dispersas sobre el CP1, entre O. streptacantha y O. ficus-indica.
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Ademas, en la misma representacion grafica (Figura 2.15 A) la especie con
domesticacién intermedia O. megacantha presentd separacion parcial de la
domesticada O. albicarpa sobre el CP2. En las condiciones del estudio, entre las que
sobresalen el cultivo de los nopalitos en invernadero y el riego semanal de las plantas,
la principal caracteristica biofisica que permitié la separacion de las especies en los
extremos del gradiente de domesticacion fue la permeabilidad de las membranas
celulares y su control natural para la liberacién de los electrolitos intracelulares, en
CP1. La principal caracteristica quimica que permitié la separacion de las especies de
la zona central del gradiente de domesticacion fue el contenido de sodlidos solubles
totales, es decir la composicion celular parcial del tejido fresco de los nopalitos, en
CP2.

La ubicacioén de las especies sobre el CP3 no agrupé ni separé alguna de ellas;
por lo que la representacion grafica de CP1 y CP3 (Figura 2.15 B) mostrd unicamente
la separacion descrita arriba de O. streptacantha y O. ficus-indica sobre CP1 (Figura
2.15 A). Sin embargo, las especies en el plano CP2 - CP3 (Figura 2.15 C) mostré
cierto agrupamiento central de O. ficus-indica. Esta ordenacién de las especies permite
sugerir que el proceso de domesticacion ha actuado sobre la reduccion de la variacion
de las caracteristicas incluidas en el estudio, como ha sido sefialado en otras especies
(Garcia et al., 1997).

La identificacion de las especies de Opuntia, del gradiente de domesticacion
reconocido por Reyes-Aguero et al. (2005), como entidades bioldgicas independientes
fue observada también por Lopez-Palacios et al. (2012) con base en la composicion de
polisacaridos estructurales. Estos autores indicaron que el gradiente basado en
caracteristicas morfolégicas de las plantas completas, los cladodios, nopalitos y frutos
(Reyes-Aguero et al., 2005) coincidié parcialmente con la composicion de algunos
grupos de polisacaridos estructurales, como mucilagos, pectinas y hemicelulosas de
los nopalitos y, en el estudio presente, la coincidencia es con la funcionalidad de las

membranas celulares principalmente y el contenido celular (Figura 2.15 A).
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2.6 Conclusiones

El gradiente de domesticacion del género Opuntia basado en caracteristicas
morfolégicas de las plantas completas, los cladodios, nopalitos y frutos coincide
parcialmente con las caracteristicas biofisicas y quimicas inherentes de cada especie
de nopalitos, mostrando que la permeabilidad de las membranas celulares y los SST
permitieron la separacién de la especie silvestre O. streptacantha y la domesticada O.
ficus-indica demostrando que se encuentran en los extremos del gradiente de
domesticacién, como entidades bioldgicas independientes; en contraste, las
caracteristicas de las especies intermedias en el gradiente de domesticacion, O.
hyptiacantha, O. megacantha y O. albicarpa no definieron la separacién entre ellas y

las otras dos especies.
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3. CARACTERISTICAS BIOFISICAS Y QUIMICAS DE NOPALITOS (Opuntia spp.)
CON RESTRICCION DE HUMEDAD EN EL SUELO Y EN UN GRADIENTE DE
DOMESTICACION

3.1 Resumen

En el proceso de domesticaciéon de Opuntia es necesario identificar los cambios en las
variantes y las especies, pues es comun que se generen diferencias en los érganos y atributos
de interés antropocéntrico en comparacién con las especies silvestres. Las diferencias
morfoldégicas han permitido reconocer un gradiente de domesticacion de las especies de
Opuntia; pero, podrian también ser fisicas y quimicas. El objetivo de este estudio fue evaluar
las caracteristicas fisicas y quimicas de los nopalitos, sin riego por 2 meses, de cinco especies
de Opuntia en un gradiente de domesticacion. La hipétesis fue que los nopalitos muestran un
gradiente de caracteristicas fisicas y quimicas equivalente al reconocido con las morfolégicas.
Se analizaron 15 variantes, de cinco especies, cultivadas en invernadero. Se evalud el
potencial osmético (ys), potencial de agua (wa), potencial de turgencia (yr), permeabilidad de
las membranas celulares, contenido de sélidos solubles totales (SST), acidez y firmeza. Se
empled un disefio completamente al azar con seis repeticiones por tratamiento, con una planta
como unidad experimental. Los datos fueron analizados con analisis de varianza, la prueba de
comparacion multiple de medias por el método de Tukey (P<0.05) y multivariable de
componentes principales (CP). La firmeza, permeabilidad de las membranas celulares, los SST
y la acidez incrementaron con el gradiente de domesticacion; aunque los dos ultimos
disminuyeron entre las 5:00 y 13:00 h. La especie silvestre O. streptacantha y la domesticada
O. ficus-indica tuvieron la firmeza menor y mayor (5.4 y 6.6 kgf). La permeabilidad de las
membranas fluctué entre 25.61 en la especie casi silvestre O. hyptiacantha y 31 uS cm™ g
tejido en O. ficus-indica (18 % de incremento). Los SST a las 5:00 h variaron entre 5.24 y 6.44
°Brix y a las 13:00 h entre 4.86 y 5.93 °Brix en O. streptacantha y O. megacantha y la acidez a
las 5:00 h en un intervalo entre 0.72 y 0.82 % y a las 13:00 h entre 0.61 y 0.67 % en O.
hyptiacantha y O. albicarpa. En contraste, en general s y wa disminuyeron con el gradiente de
domesticacion, de -1.01 a -1.17 MPa en O. streptacantha y O. albicarpa, y de -0.85 a -1.07
MPa en O. streptacantha y O. ficus-indica. El analisis de CP evidencié que la firmeza, ys y SST
son las caracteristicas principales que contribuyeron a la separacién de las especies del

gradiente de domesticacion.

Palabras clave: composicion quimica, cactaceas, domesticacion, nopal, zonas aridas.

47



BIOPHYSICAL AND CHEMICAL CHARACTERISTICS OF NOPALITOS (Opuntia
spp.) WITH RESTRICTED SOIL MOISTURE IN A DOMESTICATION GRADIENT

3.2 Abstract

In the process of Opuntia domestication is necessary to identify changes in the variants and
species of the organs and anthropocentric attributes compared to wild species. Morphological
differences allowed to recognize a gradient of domestication in the Opuntia species, however it
is not known if also physical and chemical characteristics could differentiates the Opuntia
domestication process. The aim of this study was to evaluate the physical and chemical
characteristics of nopal plantas growing without watering for 2 months, of five Opuntia species
in a gradient of domestication. The hypothesis was that the nopalitos show a gradient of
physical and chemical characteristics equivalent to the morphological characteristics recognized
in the domestication gradient. We analyzed 15 variants belong to five species grown in a
greenhouse. In this study was evaluated the osmotic potential (ys), water potential (y,), turgor
potential (yr), cell membrane permeability, total soluble solids (TSS), acidity and firmness. We
used a completely randomized design with six replicates per treatment, with a plant as the
experimental unit. Data were analyzed with analysis of variance, Tukey method (P < 0.05) and
multivariate principal components (PC). The firmness, cell membrane permeability ,TSS and
acidity increased with the gradient of domestication, although the latter two decreased between
the 5:00 and 13:00 h. The wild species O. streptacantha and the domesticated O. ficus-indica
had lower and higher (5.4 and 6.6 kgf) firmness respectively. The permeability of the
membranes ranged from 25.61 in O. hyptiacantha to 31 pS cm™ g-1 in O. ficus-indica
(represented 18% increase). The SST at 5:00 h was between 5.24 and 6.44 ° Brix and at 13:00
h and between 4.86 and 5.93 ° Brix in O. streptacantha and O. megacantha. The acidity at
5:00 was in a range between 0.72 and 0.82% and at 13:00 h between 0.61 and 0.67% in O.
hyptiacantha and O. albicarpa respectively. In contrast, the ws and w, decreased with
domestication gradient from -1.01 to -1.17 MPa in O. streptacantha and O. albicarpa, and -0.85
to -1.07 MPa in O. streptacantha and O. ficus-indica. CP analysis showed that firmness, ys and
SST are the main features that contributed to the separation of species in the domestication

gradient.

Keywords: Opuntia, domestication gradient, water potential, osmotic potential, turgor potential,

cell membrane permeability, total soluble solids, firmness and acidity
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3.3 Introducciodn

La escasez de agua para la produccion de alimentos ha llegado a ser el problema
principal para incrementar la produccién agricola en numerosos paises. En América
Latina las regiones aridas y semiaridas ocupan un tercio de su superficie (Pimienta-
Barrios, 1998). En México éstas regiones constituyen 63 % del territorio (Diaz-Padilla et
al.,, 2011) y en ellas el déficit de agua, las temperaturas extremas (primaveras con
temperaturas de hasta 40°C e inviernos con -5°C) y, en algunas zonas, con exceso de
sales en los suelos, son factores adversos para el desarrollo de los cultivos mas
comerciales. Los nopales (Opuntia spp.) representan uno de los recursos de relevancia
mayor en los ecosistemas de zonas aridas (con precipitacién media anual menor a 250
mm) y semiaridas (con precipitacion media anual de 250 a 450 mm), debido a que
tienen adaptaciones estructurales, fenoldgicas, fisiolégicas y metabdlicas propias para
vivir en estos ambientes. Las plantas de este género se caracterizan por su
metabolismo acido de las crasulaceas (MAC) y abren sus estomas en la noche, con lo
que la entrada de CO, y la pérdida de vapor de agua ocurre en la etapa mas fresca del
ciclo de 24 h (Taiz y Zeiger, 2002; Larcher, 2003); lo anterior, combinado con
adaptaciones estructurales, como la suculencia, les permite sobrevivir periodos de
sequia prolongados alcanzando niveles de productividad aceptables (Reynolds vy
Arias, 2003).

El cultivo del nopal en México se ha intensificado en los ultimos afios para
producir frutos y nopalitos (Gallegos et al.,, 2009). Ademas, las plantas de nopal
silvestre, de solares y domesticadas son un recurso inagotable de productos y usos, y
son consideradas un cultivo de subsistencia y comercial, que contribuye a la seguridad
alimenticia de poblaciones en areas marginadas (Reynolds y Arias, 2003). Aunque las
poblaciones silvestres en Meéxico han disminuido notablemente, en parte por
actividades humanas (Gaytan-Villafuerte et al., 2011) prevalece el interés por
conocerlas y caracterizarlas.

Los nopalitos, han sido consumidos en México desde épocas precolombinas y

actualmente son demandados en Estados Unidos, Canada, Japon, ltalia y Turquia
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debido a su valor calérico bajo, contenido alto en fibra y a sus caracteristicas
nutricionales y funcionales (Stintzing y Carle, 2005; Saenz, 2004). Los efectos positivos
del nopal en la salud han sido demostrados, tiene efecto hipoglucemiante, es auxiliar
en la disminucion de colesterol sérico, contiene antioxidantes: como carotenos,
betalainas y acido ascorbico; también, se ha demostrado que posee propiedades y
efectos anticancerigenos y antivirales (Utkarsha, 2010).

Actualmente los nopalitos se cultivan ampliamente en la zona semiarida de la
Altiplanicie Meridional, en el centro-norte de México, en ella se encuentran 35 % de las
83 especies silvestres de nopal que existen en México y la mitad de ellas son
endémicas de esa region (Esparza, 2010). Ademas de las especies silvestres existen
los tipos domesticados de Opuntia, que han surgido de la relacion de los humanos a
través del proceso de la seleccion artificial por sus atributos. Como resultado de lo
anterior y del proceso de domesticacion del nopal, actualmente existen 126 variantes
de Opuntia, que corresponden a 18 especies, apreciadas por los recolectores y
cultivadores de nopal en la Altiplanicie Meridional (Reyes-Aguero et al., 2009; Reyes-
Aguero y Aguirre, 2011).

La domesticacion es la ultima y mas acabada fase del proceso de humanizacion
(Perales y Aguirre, 2009) y es un proceso evolutivo a través del cual las plantas y
animales llegan a ser morfoldgica y fisioldgicamente divergentes de sus ancestros
silvestres. Tal divergencia es el resultado de la seleccién artificial y otras fuerzas
evolutivas determinadas por la manipulacion de las plantas por los humanos (Harlan,
1992). La domesticacion de las plantas se realiza con base en la variabilidad genética y
fenotipica existente en una region; esta variabilidad es influenciada por las
modificaciones que generalmente son asociadas al cultivo de plantas silvestres en
ambientes controlados (Harlan, 1992). Una caracteristica de las plantas domesticadas
es su dependencia del ambiente humanizado para su sobrevivencia, lo cual implica un
cambio en la adaptacion ecoldgica (Perales y Aguirre, 2008).

La domesticacion de Opuntia inicié con su recoleccidn en ambientes silvestres,
luego, las mejores de ellas fueron trasladadas al domus, en particular a los solares; las
especies seleccionadas pertenecen a especies dominantes en la mayor parte de las

nopaleras silvestres de la Altiplanicie Meridional de México. Esta region es sefialada
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como la probable area de domesticacion de O. albicarpa y O. ficus-indica, siendo esta
la especie con el grado mayor de domesticacion que se cultiva tanto por su fruto como
por su nopalito (Reyes-Aguero 2004 y 2005). Reyes-Aguero et al. (2005) reconocieron
un gradiente de domesticaciéon de este género después de analizar la variacion
morfolégica de nopalitos, cladodios, flores y frutos de 243 variantes. En ese gradiente
O. streptacantha, se localizé en el extremo silvestre, O. hyptiacantha y O. megacantha
en el nivel intermedio de domesticacion y O. albicarpa y O. ficus-indica en el extremo
de domesticacion mayor.

Los caracteres morfologicos, fisiolégicos y bioquimicos del género Opuntia son
indicadores de su tolerancia a periodos secos, € incluso a la sequia (Barbera, 1995), el
estudio del género en el gradiente de domesticacion puede permitir identificar
marcadores para seleccionar y multiplicar especies y variantes que se adapten mejor a
las condiciones ambientales extremas. Lo anterior parece indispensable debido a que
los cambios climaticos sugieren un incremento futuro de las zonas aridas (Chavez y
Oliveira, 2004).

Las plantas reaccionan de manera diferente a la disponibilidad limitada de
humedad y dependen de sus adaptaciones para sobrevivir en esas condiciones. Entre
éstas se encuentran las relacionadas con los ajustes del potencial osmético (Ws) (Liu,
2003), la eficiencia del uso de agua, los cambios del potencial de agua (Wa) que
permite conocer el mecanismo por el cual se desplaza el agua en los tejidos, los
ajustes de la composicidon y organizacion de las membranas celulares (Garcia et al.,
2008; Shewfelt, 1992) y la presencia de cuticula, su espesor y composicion, que junto
con las paredes celulares afecta la textura y firmeza de los tejidos (Hamann, 2012). En
general, estas y otras caracteristicas fisicas y quimicas afectan, a su vez, la preferencia
de los consumidores de nopalitos (CODEX STAN 186, 1993). El contenido de sélidos
solubles totales (SST) y la acidez son caracteristicas que contribuyen a determinar el
sabor (Aguilar-Sanchez et al., 2007). Los nopalitos se caracterizan por su sabor acido y
la variacion de la acidez entre las variantes domesticadas es amplia (Corrales-Garcia et
al., 2004), pero existe informacion limitada de este caracter en las especies silvestres.

El objetivo de esta investigacion fue identificar diferencias y semejanzas en las

caracteristicas fisicas y quimicas de los nopalitos de quince variantes: silvestres,
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semidomesticadas y domesticadas, de cinco especies de Opuntia, cultivadas en
condiciones de invernadero, con restriccion de humedad durante 60 d. La hipotesis
fue que la firmeza, SST, ws, Wwa, Wt permeabilidad de las membranas celulares vy
acidez de los nopalitos corresponden con el gradiente de domesticacién reconocido

mediante caracteres morfolégicos de frutos y cladodios.

3.4 Materiales y métodos
3.4.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

En junio de 2010 se recolectaron 90 cladodios maduros de 15 variantes,
representantes de cinco especies de Opuntia, en la plantacién del Depositario Nacional
de Opuntia, localizado en el Centro Regional Universitario Centro Norte de la
Universidad Autdonoma de Chapingo (CRUCEN-UACNh), localizado a 4 km al suroeste
de la ciudad de Zacatecas, México, en la localidad de “Huertas del Orito”, con clima
BS1kw(w)(e)g, esto es un clima seco estepario, templado, con verano calido y lluvioso,
la oscilaciéon anual promedio de temperatura entre 7 y 14 ° C, el mes mas calido ocurre
antes del verano, los inviernos son frios (Garcia, 2004). Las especies y las variantes
seleccionadas, representantes del gradiente de domesticacién reconocido por Reyes-
Aguero et al. (2005), fueron O. streptacantha Lem., cultivares Cardona de Castilla,
Cardona y Tuna Loca; O. hyptiacantha F.A.C. Weber, cultivares Memelo 1, San
Pedrefa y Amarilla Olorosa; O. megacantha Salm-Dyck, cultivares Amarillo Platano,
Rubi Reina y Rojo Lirio; O. albicarpa Scheinvar, cultivares Copena Z1, Naranjén
Legitimo y Villa Nueva; y O. ficus-indica (L.) Miller, cultivares Copena V1, Rojo Vigor y
Atlixco.

Los cladodios seleccionados provenian de ramas formadas por cladodios maduros,
sanos, vigorosos, sin evidencia de plagas o enfermedades, con una coloraciéon
homogénea, longitud y anchura promedio de 34.5 y 20.6 cm y biomasa fresca de 940 g.
Los cladodios fueron plantados individualmente, el 8 de julio del 2010, en macetas de
material plastico (28.5 cm de altura por 31 cm de diametro y 19 L de capacidad), con 15

kg de una mezcla de suelo y grava de tezontle (3:1, v:v). Las plantas, fueron
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distribuidas al azar, se mantuvieron en un invernadero del Posgrado en Botanica del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillos, estado de México, ubicado a 19° 29’
de LN y 98° 53’ de LO, a una altura de 2240 msnm. El clima se clasifica como
Cb(Wo)(W)(i")\g, que corresponde a un templado sub-humedo con lluvias en verano,
una época seca en invierno y con poca oscilacion térmica (5 y 7 °C) la temperatura
media anual es de 15.5 °C. La precipitacion media anual es de 664 mm

(Garcia, 2004).

Los cladodios seleccionados provenian de ramas formadas por cladodios maduros,
sanos, vigorosos, sin evidencia de plagas o enfermedades, con una coloracién
homogénea, tuvieron longitud y anchura promedio de 36 y 21 cm y biomasa fresca de
1050 g. Los cladodios fueron plantados individualmente, el 8 de julio del 2010, en
macetas de material plastico (28.5 cm de altura por 31 cm de diametro y 19 L de
capacidad), con 15 kg de una mezcla de suelo y grava de tezontle (3:1, v/v).

El suelo utilizado fue de la clase textural migajon arenoso con 52 % de arena, 27
% de limo y 20 % de arcilla, las constantes de humedad del substrato fueron la
capacidad de campo (CC) 27 % y el punto de marchitamiento permanente (PMP) 13
%; con pH de 6.5, su conductividad eléctrica 6.4 dS m™, y las concentraciones de N, P,
K, Ca, Mg fueron 0.36 %, 269 mg kg™, 1.1 cmol kg™, 0.57 cmol kg™, 0.67 cmol kg™
respectivamente.

Las plantas, colocadas al azar, se mantuvieron en el invernadero del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillos, Edo. de México (ubicado a 19°29’ Lat. N y 98°53’
Long. O a una altura de 2240 msnm). El clima se clasifica como Cb(Wo)(W)(i")g, que
corresponde a un templado sub-humedo con lluvias en verano, una época seca en
invierno y con poca oscilacion térmica (5 y 7 °C) la temperatura media anual es de 15.5
°C vy la precipitacion media anual es de 664 mm (Garcia, 2004). Dentro del
invernadero la temperatura media fue de 35/10 °C dia/noche, la humedad relativa
media de 15/31 % dia/noche la iluminacion fue natural (valores promedio de un mes).
Se aplicé 1 L de agua semanalmente a cada maceta para mantener la humedad del
suelo en 30 % (-0.3 MPa) durante ocho meses. Después, el riego se suspendié durante
60 d los cladodios madre produjeron brotes vegetativos y estos se cosecharon cuando

tuvieron una longitud promedio de 20 cm, se colocaron en bolsas de polietileno y se
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trasladaron al laboratorio de Biofisica y Fisiologia Vegetal Ambiental, del posgrado en

Botanica del Colegio de Postgraduados para analizarse.

Determinacién del contenido de humedad en el suelo

La humedad del suelo se determiné en la zona radical del cladodio madre a una
profundidad de 10 a 15 cm. Se evaluaron 15 muestras de suelo de 1 g de peso
seleccionadas al azar; las muestras fueron deshidratadas a temperatura constante (105
°C durante 24 h), en un horno de secado hasta alcanzar peso constante. Los datos
fueron expresados como porcentaje del contenido de agua del suelo segun la siguiente

ecuacion:

w= Msh—-Mss = (Mag ) 100

Mss Mss

w = contenido de humedad del suelo expresado en %
Mag = masa del agua
Msh = masa del suelo humedo

Mss = masa del suelo secado en estufa

Determinacién de la firmeza

La firmeza (kgf) se determiné con un penetrémetro manual (FT 327, QA Supplies, LLC),
con capacidad entre 0 y 13 kgf, en la seccidn del apice, centro y base de cada nopalito.

Se realizaron dos mediciones en cada seccion.

Determinacion del potencial de agua del tejido

El potencial de agua del tejido (ya) se determind en la seccion central del nopalito. Los
segmentos del tejido se obtuvieron con un sacabocados (1 cm de diametro), cada
muestra se cortd transversalmente (=4.5 mm de grosor), luego se incubaron en
camaras psicométricas (Wescor C-52, Inc., Utha, USA) durante 4 h y se determiné el
Wa con un microvoltimetro (Wescor HR-33t, Inc, Utha, USA), operado en el modo de

punto de rocio, conectado a las camaras.
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Determinacion del potencial osmético del tejido

El potencial osmotico (Ws) se midié en la base, centro y apice del nopalito. Segmentos
de 1 cm de didmetro del tejido se envolvieron en papel aluminio y se mantuvieron en un
congelador a -4 °C por 24 h; después, cada muestra se introdujo en una jeringa
hipodérmica, se dejé descongelar a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) y se aplicd
presion con el émbolo de la jeringa hasta obtener la savia. Se recolectaron 10 uL del
extracto celular con una micropipeta (Biopette autoclavable), se colocaron sobre un
disco de papel filtro de 6 mm de diametro y el ys se midié en un osmometro de presion
de vapor (Wescor 5520, EE. UU.).

Determinacion del potencial de turgencia

El potencial de turgencia del tejido de los nopalitos (yt1) fue calculado con la siguiente
igualdad:
Yr =Pa-Ys

Determinacion del contenido de solidos solubles totales

A lo largo del nopalito se tomaron cuatro muestras equidistantes con un sacabocados
de 1.5 cm de diametro. Cada muestra se envolvié en papel aluminio y se colocé en
bolsa de polietileno a -4 °C por 24 h. Cada muestra congelada se introdujo en una
jeringa hipodérmica, cuando se descongel6 se presiond el émbolo para obtener la savia
a temperatura ambiente (25 £ 2 °C). Una alicuota de savia (0.3 mL aproximadamente)

se depositd en el sensor de un refractometro digital (Atago PAL-1) y se tom¢ la lectura.

Determinacién de la acidez

La acidez fue determinada en nopalitos cosechados a las 5:00 y a las 13:00 h;
inmediatamente se les quitaron las espinas, cuatro muestras de 5 g por nopalito se
envolvieron en papel aluminio, se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido y
se almacenaron a -20 °C. La acidez titulable se determiné por el método descrito por la
AOAC (Asociacion Oficial de Quimica Analitica, 1990). Las muestras congeladas se
maceraron en un mortero, se resuspendieron en 25 mL de agua destilada, se

centrifugaron a 30,000 g, durante 4 min y se valoré el sobrenadante.
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Para la valoracion se usé una solucion de hidroxido de sodio 0.1 N y
fenolftaleina como indicador. La acidez titulable fue expresada como porcentaje de

acido malico por cada 100 unidades de tejido fresco con la siguiente ecuacion:

Acido malico (%) = (mL de NaOH) (Concentracién del NaOH) (0.067) (Vol. total) (100)
(Peso de la muestra en g) (Volumen en mL de la alicuota)

0.067 es un factor para calcular el contenido de acido malico (peso miliegivalente del

acido malico) que es el acido organico predominante en los tejidos de nopal.

Determinacion de la permeabilidad de las membranas celulares

La permeabilidad de las membranas celulares se cuantificd indirectamente mediante la
liberacion de electrolitos de segmentos frescos y congelados de 1.5 cm de diametro al
medio acuoso en el que se suspendieron. Para esta evaluacion se tomaron tres
muestras de la zona central del nopalito. Cada segmento se pesoé en una balanza
analitica (Scientech, EEUU., precision de 0.0001 g), se coloc6 en una caja Petri con 25
mL de agua desionizada y se mantuvo con agitacion ligera y constante en un agitador
orbital (VSOS-4P Lab Plus Series PRO), a temperatura del laboratorio (25 + 2 °C). Las
lecturas de la conductividad eléctrica se obtuvieron 3 h después, en 100 yL del medio
de resuspensidon, con un conductimetro (Horiba B-173, Kyoto Japon) y los valores
fueron ajustados a 1 g de tejido. Otro grupo de muestras se congelé y se midid la
conductividad eléctrica de los electrolitos liberados igual que en las muestras frescas.
La estabilidad relativa de la membrana celular, expresada como porcentaje de
liberacion de electrolitos, fue estimada con los cambios de la conductividad eléctrica del
medio de suspension de los segmentos de tejido fresco (C.E.) y del tejido muerto por

congelacion (Cy,) de los segmentos, con la siguiente igualdad (Huang, 2006):

Liberacion de electrolitos (%) = (C.E. / Cp) x 100
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3.4.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefo experimental completamente al azar con seis repeticiones. Una
repeticion estuvo representada por un nopalito de plantas diferentes. Los datos fueron
sujetos a analisis de varianza (ANDEVA) y compararon con el método de Tukey
(P<0.05). Ademas, se realiz6 el analisis multivariable de componentes principales (CP).
Los tratamientos fueron las 15 variantes de Opuntia, agrupadas en cinco especies, en
condiciones de humedad restringida en el suelo durante 60 d. Las variables respuesta
incluyeron la firmeza, permeabilidad de las membranas celulares, ys, ya Wr, SST y
acidez (las dos ultimas evaluadas en dos momentos del dia). Los analisis se realizaron
con el paquete estadistico SAS V9 y la representacion grafica de los datos se obtuvo

con el programa Sigma Plot de Jandel Scientific (Version 10.0).

3.5 Resultados y discusion

El suelo de las macetas con el riego se mantuvo en promedio con 30 % de humedad
(equivalente a -0.3 MPa) en la zona de las raices. Después de 60 d sin riego la

humedad disminuyé a 4.7 %.

3.5.1 Firmeza

La firmeza varié significativamente entre las 15 variantes, Cardona y Amarillo Platano
presentaron los valores menor (4.6 kgf) y mayor (7 kgf), del grupo (Figura 3.1). Las
variantes dentro de las especies también presentaron diferencias significativas. Las
diferencias mayores se observaron en O. streptacantha, entre Cardona (20 % menos
firme) (P<0.05) que Cardona de Castilla y Tuna Loca. Las diferencias menores se
detectaron entre los cultivares de O. ficus-indica, entre ellos Copena V1 y Rojo Vigor
fueron 4 % menos firmes que Atlixco (Figura 3.1).

La firmeza también fue diferente (P<0.05) entre las especies y, en general,
incrementd en el gradiente de domesticacion. Asi, O. streptacantha tuvo nopalitos 20 %

menos firmes que O. megacanta, O. albicarpa y O. ficus-indica (Figura 3.2).
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Diferencias similares entre los nopalitos silvestres y domesticados ya han sido
documentadas. Aguilar-Sanchez et al. (2007), evaluaron la firmeza de nopalitos de 21
variantes de Opuntia, 19 cultivares de O. ficus-indica, una silvestre de O. lindheimeri y
una no identificada (Opuntia sp.); aunque en general, la firmeza fue similar entre las
variantes, Copena F1 de O. ficus-indica presento firmeza significativamente mayor que
Oreja de Elefante de O. lindheimeri. Betancourt-Dominguez et al. (2006) observaron
que la fuerza de compresion maxima en los nopalitos de los cultivares Blanco sin
Espinas y Blanco con Espinas fue significativamente mayor que la de una recolecta
silvestre; aunque, entre esta y el cv. Valtierra no existié diferencia. La firmeza fue
mayor en los nopalitos de las cinco especies que se desarrollaron en plantas sin riego
por 60 d respecto a los que crecieron en plantas con riego semanal; las diferencias
representaron entre 18.5 % en O. streptacantha y 22 % en O. ficus-indica (Figuras 2.3 y
3.2).

Las variantes con mayor firmeza, como las especies con mayor domesticacion,
pueden ser calificadas con valor horticola mayor; pues segun Calvo-Arriaga et al.
(2010) la firmeza de los nopalitos es una de las caracteristicas que influyen en la
preferencia de los consumidores. También es importante para los productores y
comerciantes, pues se pueden manipular con menos delicadeza y se pueden hacer
grandes pilas con ellos. Estos autores determinaron que los nopalitos del cv. Milpa Alta,
el de mayor cultivo y consumo en México (Cervantes et al., 2006) son
significativamente mas firmes que Copena V1 y Copena F1.

La firmeza de los nopalitos es resultado de las caracteristicas de sus tejidos que, a
la vez, dependen de su composicion. Es el caso de la naturaleza quimica y estructural
de la cuticula, de las células del parénquima, y en general de las paredes celulares
(Aguilar et al.,, 1999; Calvo-Arriaga et al.,, 2010). Las pectinas son un grupo
heterogéneo de polisacaridos que se encuentran en las paredes celulares primaria,
secundaria y lamina media. Se ha comprobado que este grupo de polisacaridos afecta
la textura de los vegetales (Lashbrook, 2005; Prasanna et al., 2007); sin embargo, la
firmeza de los nopalitos es resultado de las caracteristicas de sus tejidos que, a la vez,

dependen de su composicién.
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Especies
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Figura 3.1. Firmeza promedio (+ e.e) de los nopalitos de variantes de cinco especies de
Opuntia (cada especie representada por un color), cultivados en invernadero y

sin riego por 60 d (n=6).
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Figura 3.2. Firmeza promedio de los nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de Opuntia en
un gradiente de domesticacion, cultivados en invernadero y sin riego por 60 d.

Cada barra es el promedio de la firmeza de tres variantes por especie (n=18).

Sin embargo en contraste con otros polisacaridos las pectinas son poco abundantes en
los nopalitos, pues en el mismo grupo de especies del gradiente de domesticaciéon
evaluado en el presente estudio Lopez-Palacios et al. (2012) cuantificaron contenidos
de pectinas entre 1.83 % en O. ficus-indica y 2.53 % en O. streptacantha. La firmeza
de los tejidos vegetales también depende de la proporcidn y organizacion de las
microfibrillas de celulosa, hemicelulosa y ligninas. De acuerdo con Lopez-Palacios et al.
(2012) y Pefia-Valdivia et al. (2012) los nopalitos de especies silvestres y domesticadas
carecen de lignina, pero son ricos en celulosa (entre 5y 15 %) y hemicelulosas (entre 5
y 13 %).
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3.5.2 Potencial de agua de los tejidos

El wa de los nopalitos de las quince variantes fluctué (P<0.05) entre -0.63 MPa (en
Cardona) y -1.10 MPa (en Atlixco); esta variacion no se reflejo entre las variantes de
cada especie, pues el ya fue similar (P>0.05) dentro de las especies, con excepcion de
O. streptacantha en la que Cardona presentd wa 34 % mayor que las otras dos

variantes (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Potencial de agua promedio de nopalitos (- e.e.) de variantes de cinco
especies de Opuntia (cada especie representada por un color) cultivados en

invernadero y sin riego por 60 d (n=6).
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El ya también fue diferente (P<0.05) entre las especies y disminuyo6 con el nivel
de domesticacion, de -0.85 MPa en O. streptacantha a -1.07 MPa en O. ficus-indica,
este intervalo representa una diferencia de hasta el 21 % (Figura 3.4). La disminucion
del ya de los cladodios de O. ficus-indica hasta -1.12 MPa después de 60 d sin riego

fue detectada también por Acevedo et al. (1983).
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Figura 3.4. Potencial de agua promedio de tejido fresco de los nopalitos (- e.e.) de
cinco especies de Opuntia en un gradiente de domesticacién, cultivados en
invernadero y sin riego por 60 d. Cada barra es el promedio del potencial de

agua de tres variantes por especie (n=18).

Los resultados indican que las especies de Opuntia reaccionan diferente a la
disminucién de la disponibilidad de humedad en el suelo y que, en condiciones

similares, las silvestres pierden menos agua que las domesticadas (Figura 3.4). En
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relacion con esto, Paleg y Aspinall (1981) indicaron que las especies silvestres
mantienen el turgor aunque disminuya el potencial de agua del tejido; por lo que, se
considera un mecanismo de adaptacion a periodos secos. En contraste, los Wa
menores de las especies con mayor nivel de domesticacion indican que pierden mas
agua y, como consecuencia, podria disminuir la presion de turgor de las células (Black
y Pritchard, 2002) antes que las silvestres, pudiendo afectar el crecimiento y
provocando la muerte celular eventual (Morgan, 1984). Colunga et al., 1986,
registraron, con base en entrevistas a productores, que los nopales con mayor grado
de domesticacion, como O. ficus-indica requerian mas agua que los nopales que
crecian espontaneamente en ambientes silvestres. Los cambios del ya, contenido de
agua de los nopalitos y grosor del tallo de las plantas relacionados con la disminucion
de la conductancia estomatica y disminucion de la absorcién neta de CO, permitirian
disefar programas de riego esporadico (Nobel y De la Barrera E, 2002) y detectar las
variantes mas tolerantes al déficit de humedad.

3.5.3 Potencial osmético de los tejidos

El ys de los nopalitos de las quince variantes fluctué (P<0.05) entre -0.9 MPa (en
Cardona) y -1.3 MPa (en Copena Z1) y entre las variantes de cada especie, con
excepcion de O. ficus-indica. Las variantes de O. streptacantha (12 %), O. megacantha
(14 %) y O. albicarpa (12 %) tuvieron las diferencias mayores (Figura 3.5). La
variabilidad del ys contrastdé con la homogeneidad del ya de los nopalitos dentro de las
especies (Figura 3.5). A pesar de la variabilidad entre las variantes, en el grupo de las
especies en general se distinguioé la disminucion (P<0.05) del ys dependiente de su
nivel de domesticacién; y entre los extremos, O. streptacantha y O. albicarpa, la
diferencia alcanz6 14 % (Figura 3.6).

La disminucién amplia del ys debida a la falta de humedad fue documentada por
Nobel (1976 y 1988); este investigador sefiald que, durante la sequia, el déficit de
humedad en el suelo incrementd el contenido de solutos al doble y provocé la pérdida
de 50 % de agua de los tejidos en diferentes especies de suculentas de desierto, con lo

que el ys disminuyo.
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Garcia et al. (2008) evaluaron los nopalitos de cinco cultivares de O. ficus-indica
y una variante silvestre de O. streptacantha, durante 60 d sin riego (disminucion del Wa
del suelo de -0.39 a -3.27 MPa) en condiciones de invernadero, observaron que el ys
disminuyo con tendencia exponencial en el tiempo y desde -0.24 hasta -1.33 MPa en la
variante silvestre, entre los cultivares se observdé un gradiente pequefo de la
disminucién maxima y los que alcanzaron valores menores fueron Atlixco, Copena V1 y
Solferino V1, de -0.24 hasta -1.48 MPa. Estos resultados concuerdan con los del
presente estudio en la reaccion mayor de las variantes domesticadas a la disminucién

de humedad en el suelo sobre el ys (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Potencial osmético promedio de nopalitos (-e.e.) de variantes de cinco
especies de Opuntia (cada especie representada por un color) cultivados en
invernadero y sin riego por 60 d (n= 6).
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Figura 3.6. Potencial osmaético de nopalitos (-e.e.) de cinco especies de Opuntia en un
gradiente de domesticacién, cultivados en invernadero y sin riego por 60 d. Cada

barra es el promedio del potencial osmético de tres variantes por especie (n=18).

En general, la adaptacién de los nopalitos a la falta de humedad en el suelo
resulta de su capacidad para mantener sus tejidos hidratados y el turgor de las células
mediante la acumulacién de solutos, o que conduce al decremento del ws de las
células (Serraj y Sinclair, 2002); los solutos que se acumulan durante la
osmorregulacién varian con la especie, e incluyen acidos organicos, aminoacidos y

azucares (Simpson, 1981).
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3.5.4 Potencial de turgencia

El W fue diferente (P<0.05) entre las 15 variantes, fluctué entre 0.02 y 0.29 MPa, en
Rojo Lirio de O. megacantha y Cardona de O. streptacantha. Las diferencias mayores
se presentaron entre Cardona de Castilla (80 % menor W) y Cardona de O.
streptacantha y entre Rojo Lirio (81 % menor W) y Rubi Reina de O. megacantha. La
diferencia menor se observé entre Copena Z1 (8 % menor Wt) y Naranjén Legitimo en

O. albicarpa (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Potencial de turgencia de nopalitos (+ e.e.) de 15 variantes de Opuntia spp.
(cada especie representada por un color) cultivados en invernadero y sin riego
por 60 d (n= 6).
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El W+ de los nopalitos entre las especies también varié (P<0.05) y las especies
silvestres y con el menor grado de domesticacion (O. streptacantha, O. hyptiacantha)
tuvieron doble Wr que la de grado mayor de domesticacién (O. ficus-indica) y
semidomesticada (O. megacantha); en contraste, O. albicarpa estuvo fuera de la

tendencia con W+ similar al de las especies silvestres (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Potencial de turgencia de nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de Opuntia
cultivados en invernadero y sin riego por 60 d. Cada barra es el promedio del

potencial de turgencia de tres variantes por especie (n=18).
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Los efectos del déficit de humedad en los tejidos vegetales son numerosos y
variados, el resultado negativo es la pérdida de turgencia celular y la reduccion de la
tasa de expansion celular, también hay disminucién de la sintesis de pared celular y de
la sintesis de proteinas. EI Wt de los tejidos esta relacionado con la presencia de
osmolitos, organicos e inorganicos y su contribucion al ajuste osmotico que varia con la
especie, el cultivar y el tejido en la misma planta; el ajuste de W+ permite que durante el
desarrollo las plantas con humedad restringida mantengan el turgor de las células y
mantengan el crecimiento (Huang, 2006). Asi, el Wt elevado en los tejidos de los
nopalitos de la especie silvestre y de la menos domesticada, después de 60 d sin riego,
parece una respuesta necesaria para enfrentar las condiciones naturales de déficit de
humedad de las regiones propias de distribucion, al contrario de la especie
semidomesticada O. megacantha y domesticada O. ficus-indica. De ser asi, el valor
elevado de W+ de O. albicarpa después de los 60 d sin riego parece atipico; pero con la
informacion disponible no se visualiza una explicacion.

Goldstein et al. (1991) evaluaron cladodios de O. ficus-indica en condiciones de
invernadero, con riego (Wa del suelo > -0.3 MPa) y sin riego, observaron que el W1 no
cambié en el clorénquima después de tres meses sin riego; en contraste en el
parénquima disminuyd siete veces comparado con la condicién de riego. El resultado

indicd que en esa condicidn el parénquima perdio el turgor.

3.5.5 Acidez

Debido a su metabolismo fotosintético (MAC), la acidez en los nopalitos fue mayor al
amanecer en comparacion con la tarde y se detectaron diferencias (P<0.05) entre las
15 variantes a las 5:00 y 13:00 h. Al amanecer las diferencias oscilaron entre 0.6 %, en
la variante Cardona de O. streptacantha, y 0.99 %, en Copena Z1 de O. albicarpa. En
la tarde fluctuaron también en un intervalo amplio, entre 0.5 %, en Amarilla Olorosa de

O. hyptiacantha, y 0.82 %, en Copena Z1 de O. albicarpa (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Acidez de los nopalitos (+ e.e.) de variantes de Opuntia muestreados a las

5:00 h (verde) y 13:00 h (azul) cultivados en invernadero y sin riego por 60 d
(n=6).

Ademas, las variantes dentro de las especies también presentaron variabilidad.
En este caso destacaron O. streptacantha, O. megacantha y O. albicarpa por la acidez
diurna alta (P<0.05) de alguna de sus variantes respecto a las otras dos; aunque, en la
tarde las fluctuaciones fueron menores (Figura 3.9). A pesar de esta variabilidad, se
observaron diferencias significativas de la acidez entre las especies y un gradiente
dependiente de su nivel de domesticacion. Al amanecer O. hyptiacantha y O. albicarpa

fueron la menos (0.72 %) y la mas acida (0.82 %) del grupo; pero, O. ficus-indica
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parece estar fuera de este gradiente, pues su acidez fue similar (P >0.05) a la de O.
hyptiacantha. En contraste el gradiente vespertino entre las especies se presenté en un
intervalo estrecho, entre 0.61 % y 0.67 % en O. hyptiacantha y O. albicarpa (Figura
3.10).
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Figura 3.10. Acidez titulable promedio de los nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de
Opuntia, muestreados a las 5:00 h (verde) y 13:00 h (azul), en un gradiente de
domesticacion, cultivados en invernadero y sin riego por 60 d. Cada barra es el
promedio de la acidez titulable de tres variantes por especie (n=18).

Los resultados de este estudio contrastaron parcialmente con los obtenidos por
Acevedo et al. (1983), Cantwell et al. (1995) y Stintzing y Carle (2005), ya que en esos

estudios la acidez de los nopalitos disminuy6 drasticamente a medio dia. Sin embargo,
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los resultados de Corrales et al. (2004) y Garcia R. (2007) con cultivares comerciales
mostraron que la acidez maxima y minima no se presenta a la misma hora entre los
cultivares y que la curva de acidez (tipica de las plantas MAC) en un ciclo de 24 h
muestra incrementos y caidas de la acidez variables entre los cultivares. Esto permite
explicar la variabilidad de la acidez entre las variantes en el presente estudio,
principalmente al amanecer, cuando se esperaria observar la acumulacion mayor de
acido en los tejidos. Ademas, Aguilar B. y Pefa-Valdivia (2007) y Szarek et al. (1973)
senalaron que durante los periodos de estrés por restriccion de humedad, como el que
enfrentaron las plantas del presente estudio, se modifican los procesos bioquimicos y
fisiolégicos del MAC y la acumulacion diurna de acido es una de ellas (Dodd et al.
2003).

3.5.6 Soélidos solubles totales

El contenido de sdlidos solubles totales (SST) de la mayoria de las variantes tendi6é a
ser mayor al amanecer (5:00 h) que en la tarde (13:00 h). Cardona de O. streptacantha
en ambas horas tuvo los valores menores de todas las variantes (3.8 y 3.9 °Brix).
Copena Z1 y Villa Nueva de O. albicarpa, y Copena V1 y Rojo Vigor de O. ficus-indica
tuvieron valores mayores a las 5:00 h (6.8 °Brix en promedio) y a las 13:00 h (6.44 °Brix
en promedio) (Figura 3.11).

Las variantes dentro de las especies también presentaron diferencias
significativas en el contenido de SST; las mayores correspondieron a las variantes de
O. streptacantha y de O. ficus-indica, en el primer caso Cardona tuvo 32 % menos SST
que Cardona de Castilla y Tuna Loca y en el segundo caso el cv. Atlixco tuvo 21 %
menos que Copena V1 y Rojo Vigor. En contraste, las variantes de O. hyptiacantha
fueron notablemente homogéneas, pues San Pedrefia y Memelo 1 tuvieron sélo 4 %
menos SST que Amarilla Olorosa (Figura 3.11). Independientemente de esas
diferencias, esta caracteristica tendié a incrementar con el gradiente de domesticacion
(Figura 3.12).

Las especies formaron dos grupos (P<0.05) con base en el contenido de SST a
las 5:00 h; uno, con promedio de 5.4 °Brix, lo formaron las especies silvestres O.

streptacantha y O. hyptiacantha; el otro lo formaron O. megacantha, O. albicarpa y O.
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ficus-indica con promedio de 6.3 °Brix. La diferencia mayor (17 %) entre las especies
correspondi6 a O. streptacantha respecto a O. megacantha (Figura 3.12).
Similarmente, a las 13:00 h un grupo lo formaron las especies silvestres O.
streptacantha y O. hyptiacantha con promedio de 5 °Brix y otro grupo lo formaron O.
megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica con promedio de 5.7 °Brix. En este caso la
diferencia entre los dos grupos representé 12 % mas SST en las especies con mayor
grado de domesticacién; aunque, la diferencia entre O. streptacantha y O. megacantha
fue la mayor (18 %) entre las cinco especies (Figura 3.12).
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Figura 3.11. Sdlidos solubles totales de los nopalitos (+ e.e.), a las 5:00 h (azul) y 13:00
h (verde), de variantes de cinco especies de Opuntia, cultivados en invernadero
y sin riego por 60 d (n=6).
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La calidad de los nopalitos para los consumidores incluye el sabor, que depende
de compuestos quimicos diversos, como los azucares y acidos organicos, su textura o
firmeza, que depende de caracteristicas fisicas y quimicas, como grosor y composicion
de su cuticula, y composicidn y organizacion de los polisacaridos de las paredes
celulares (Calvo-Arriaga et al. 2010; Pefna-Valdivia et al., 2012). La presencia de

algunos compuestos que confieren el sabor pueden evaluarse como SST.
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Figura 3.12. Sdlidos solubles totales de los nopalitos (+ e.e.), a las 5:00 h (azul) y 13:00
(verde), de cinco especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacion,
cultivados en invernadero y sin riego por 60 d. Cada barra es el promedio de los
SST de tres variantes por especie (n=18).

Aguilar-Sanchez et al. (2007) evaluaron los SST de los nopalitos de 20 cultivares

de O. ficus-indica y un tipo silvestre; observaron que el valor de los SST de nopalitos de
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20 cm de longitud, cosechados entre las 7 y 8 h, es notablemente homogéneo entre los
cultivares, pues con excepcion del cv. Pabellon Amarillo (2.56 °Brix) los otros no
presentaron diferencias significativas (2.64 a 3.28 °Brix) y la variante Oreja de Elefante
de O. lindheimeri tuvo uno de los valores mayores (3.28 °Brix). En contraste, en el
presente estudio las especies silvestres tuvieron menos SST (P<0.05) que las
consideradas con grado intermedio y mayor domesticacion. Las variaciones de esta
variable son dependientes de la nutricién, ambiente de crecimiento (disponibilidad de
humedad), estacion del afio y edad de la planta (Stintzing y Carle, 2005); sin embargo,
en el presente estudio los nopalitos de todas las especies evaluadas crecieron en las
mismas condiciones.

La suspensiéon del riego de las plantas increment6é el contenido de SST, en
proporciones equivalentes entre 34 % en O. streptacantha y 42 % en O. ficus-indica, en
comparacion con los nopalitos de plantas que se mantuvieron con riego (Figuras 2.6 y
3.12). Estos cambios en los vegetales se relacionan con el incremento de la
concentracion de solutos por efecto de la deshidratacién celular y acumulacion celular
activa de ellos, ya que permiten mantener el potencial de turgencia positivo en los
tejidos (Huang, 2006). La acumulacion de solutos ha sido asociada con el
mantenimiento de la integridad y funcionalidad de las membranas celulares, estructuras
de las proteinas y disminucidon de los dafos oxidativos. En relacion con estas
reacciones, se ha observado que la acumulacion de solutos en la raiz de las plantas
durante el ajuste osmotico se correlaciona con la tolerancia al estrés por déficit de

humedad en numerosas especies (Huang, 2006).
3.5.7 Permeabilidad de las membranas celulares

Entre las 15 variantes y entre las de cada especie hubo diferencias (P<0.05) en la
conductividad eléctrica del tejido fresco. Las diferencias fluctuaron en el intervalo de
23.3 uS cm™ g de tejido promedio, en las silvestres Cardona de Castilla y Memelo 1,
de O streptacantha y O. hyptiacantha a 33 pS cm™ g’ de tejido, en los cultivares
Naranjon Legitimo de O. albicarpa y Atlixco de O. ficus-indica. Dentro de las especies
las diferencias mayores se detectaron entre las variantes silvestres de O. streptacantha
(9 uS cm™ g de tejido) y las menores (3 uS cm™ g de tejido) en O. ficus-indica
(Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1 Liberacion de electrolitos expresada como conductividad eléctrica del medio

acuoso de suspensioén del tejido de nopalitos frescos y descongelados.

Fresco Descongelado Proporcion’
uS cm” g’ de tejido uS cm™ g™ de tejido (%)

fresco fresco
Cardona de Castilla 23.590 cd 99.770 e 23.64 bc
Cardona 32.180 a 105.168 cde 30.60 a
Tuna Loca 27.962 bc 118.812 abcd 23.53 bc
San Pedrena 27.834 bc 102.229 e 27.23 abc
Amarilla Olorosa 26.683 bcd 112.490 bcde 23.76 ¢
Memelo 1 23.081d 105.931 cde 21.79¢
Amarillo Platano 27.647 bcd 113.935 bcde 24.27 bc
Rubi Reina 26.699 bcd 104.863 de 25.46 bc
Rojo Lirio 30.161 ba 124.734 ab 2418 ¢
Copena Z1 29.796 ab 124.623 ab 2391c
Naranjon Legitimo 32.983 a 109.592 bcde 30.10 a
Villa Nueva 29.559 ab 120.939 abc 24.44 abc
Copena V1 30.965 ab 130.787 a 23.68 bc
Rojo Vigor 29.949 ab 131.449 a 22.78 c
Atlixco 33.219 a 112.761 bcde 29.46 ab

' La proporcion es el porcentaje de la conductividad generada por el tejido fresco
respecto al total generada por el tejido muerto.

Estas diferencias entre las variantes pueden deberse a diferencias en la
permeabilidad de las membranas celulares de los nopalitos, pues la permeabilidad de
las membranas celulares depende del tipo y variedad de sus constituyentes, su nivel de
hidratacion, su estado de agregacién, su fluidez, su espesor, sus modificaciones o
capacidad de reorganizacion, contenido y tipo de osmolitos celulares (Noggle y Fritz,
1983; Gigon et al. 2004). Esto ultimo fue comprobado con los resultados de acidez y
SST, que mostraron diferencias significativas entre las variantes y que podrian ser

liberados al medio y modificar su conductividad eléctrica. Sin embargo la conductividad

75



eléctrica del medio depende de otros factores relacionados con las respuestas

fisiologicas y bioquimicas de las plantas a cambios ambientales, como el déficit de

humedad en el suelo (Bajji et al. 2001).

Entre las especies también hubo diferencias (P<0.05) en la conductividad
eléctrica generada por el tejido fresco e incrementé con el nivel de domesticacion; la
diferencia mayor (18 %) se detectd entre O. hyptiacantha y O. ficus-indica, pero O.

streptacantha tuvo también uno de los valores menores (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Conductividad eléctrica del medio acuoso generada por el tejido fresco de
los nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de Opuntia en un gradiente de
domesticacion, cultivados en invernadero y sin riego por 60 d. Cada barra es el
promedio de la conductividad eléctrica de tres variantes por especie (n=18).
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Estos resultados indican que la permeabilidad y funcionalidad de las membranas
celulares de los nopalitos se ha modificado con la domesticacién; las especies
silvestres tienen control mayor de la salida de electrolitos que las domesticadas. Otra
interpretacion es que la composicidn celular de electrolitos es distinta entre las
especies y al abandonar los tejidos producen conductividad eléctrica diferente.
También, existe la posibilidad de la combinacién de las dos diferencias anteriores entre
las especies. A la vez, el primer caso permitiria explicar las diferencias de la tolerancia
de las especies silvestres y su adaptacioén a los ambientes semiaridos y la incapacidad
de los cultivares de crecer en esos ambientes. Sin embargo, estas interpretaciones
deben ser reforzadas o confirmadas con evaluaciones complementarias, ya que la
liberacion de los electrolitos por los tejidos y los cambios de la conductividad eléctrica
del medio pueden ser afectados por factores como el tipo y cantidad de electrolitos
liberados y su contenido en el tejido, la cantidad de agua del tejido, el tamafo, forma y
estructura morfolégica del segmento vegetal evaluado, el dafo provocado durante la
preparacion de la muestra y el tiempo que permanece el tejido en agua desionizada
(Prasil y Zameénik, 1998).

Para valorar indirectamente el contenido celular total de electrolitos del tejido, se
evaludé la conductividad eléctrica generada por los tejidos descongelados, pues las
células muertas liberan al medio acuoso (sin control en la liberacién de electrolitos) el
contenido celular total. Entre las 15 variantes se detectaron diferencias significativas
entre los 100 uS cm™ g™ de tejido, en la silvestre Cardona de Castilla, y 131 uScm™ g’
de tejido, en los cultivares Copena V1 y Rojo Vigor (Cuadro 3.1). Independiente de las
fluctuaciones entre las variantes de cada especie, la conductividad eléctrica maxima
debida a la especie increment6 (P<0.05) con el nivel de domesticacion (Figura 3.14).
En este caso los valores en los extremos correspondieron a las especies silvestres O.
streptacantha y O. hyptiacantha y la especie domesticada O. ficus-indica, y la diferencia
maxima fue equivalente a 14 % (Figura 3.14). Este resultado puede ser evidencia de
que los solutos celulares de los nopalitos fueron diferentes entre las especies y que

esos cambios son producto del proceso de domesticacion.
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Figura 3.14. Conductividad eléctrica del medio acuoso generada por los tejidos
descongelados de los nopalitos (+ e.e.) de cinco especies de Opuntia en un
gradiente de domesticacién, cultivados en invernadero y sin riego por 60 d. Cada
barra es el promedio de la conductividad eléctrica de tres variantes por especie
(n=18).

A partir de la liberacion de electrolitos, Garcia et al. (2008) calcularon el indice
de dano de las membranas celulares de los nopalitos de cinco cultivares, de O. ficus-
indica, causado por la suspension de riego durante 60 d; los valores incrementaron

hasta 20 y 29 % entre los cultivares con la caida del W4 del suelo, con tendencias
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diferentes entre los cultivares, por el incremento del tiempo sin riego. Los
investigadores resaltaron las diferencias entre los indices de dano de los nopalitos en
esas condiciones y los de otros tejidos y especies, como raices de frijol (36 %) después
de 24 h en substrato con W, de -2.35 MPa y de hojas de cebada (28 %) después de
unos dias con déficit de humedad.

Se ha evaluado el impacto del déficit de humedad en el suelo sobre la liberaciéon
de los electrolitos en la membrana celular de la raiz y de las hojas de diferentes
especies de plantas, como un indicador de tolerancia a la sequia del suelo. Sanchez-
Urdaneta et al. (2003) lo evaluaron en la raiz de frijol silvestre y domesticado en
substrato con ya entre -0.03 y -2.35 MPa, y observaron que el domesticado presento
50 % de dano; en contrate, el silvestre no presentd dano. El resultado opuesto se
observo en la raiz de plantulas de Agave salmiana, que con Ya bajos del sustrato (-2.35
MPa) no afecto significativamente la longitud de la raiz pero el indice de dafio alcanz6
36 % (Sanchez-Urdaneta et al., 2004).

La permeabilidad relativa de las membranas celulares entre las 15 variantes de
nopalito fluctué entre 21.79 % en Memelo 1 de O. hyptiacantha y 30 % en Cardona de
O. streptacantha y Naranjon Legitimo de O. albicarpa (Cuadro 5.1) después de los 60 d
sin riego en las plantas; aunque, con la informacion disponible es imposible calificar el
dafo en la permeabilidad de sus membranas celulares puede afirmarse que las plantas
continuaban exponiendo yemas vegetativas y ellas continuaban desarrollando
nopalitos. Esto confirma que en las condiciones del estudio, y seguramente en el
ambiente natural de estas especies, 60 d con sélo 4.7 % de humedad en el suelo, las
modificaciones (de haberlas) en la funcionalidad de las membranas son insuficientes
para provocar la muerte de la planta. Esto concuerda con lo sehalado por Aguilar y
Pefa-Valdivia (2006) quienes ademas puntualizaron la dificultad para reconocer la

condicion de déficit de humedad en nopal y, en general, en plantas MAC.

Andlisis multivariable de componentes principales

Se realizé el analisis de componentes principales (CP) para identificar las variables
biofisicas y quimicas (firmeza, Wa, Ws, contenido de SST de las 5:00 y 13:00 h, acidez
de las 5:00 y 13:00 h y conductividad eléctrica dependiente de la permeabilidad de las
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membranas) de los nopalitos de las 15 variantes que pudieran representar el gradiente
de domesticacion de Opuntia.

El CP1 explico 42.5 % de la variabilidad total, que junto con CP2 y CP3
incrementé a 78 % (Cuadro 3.2). CP1 mostro correlacion positiva con la firmeza y SST,
y negativa con Ws. Asi, CP1 mostré que Ws fue inversamente proporcional al contenido
de SST, a la vez relacionado con algunas caracteristicas que tienen cierto efecto en la
firmeza de los nopalitos, como el contenido de agua vy el turgor de las células. EI CP2
tuvo la correlacion positiva mayor con la conductividad eléctrica del medio y una
correlacion negativa con la acidez; CP3 tuvo la correlacion positiva mayor con Wa. Asi,
CP2 estuvo relacionado principalmente con la composicién celular (que incluye a los
electrolitos, como los acidos organicos) y los cambios de la permeabilidad de las
membranas por efecto de la restriccion de humedad, y el CP3 con la capacidad de los
tejidos para determinar la direccion e intensidad del movimiento del agua en relacion
con el ambiente de la planta. Ademas, los resultados también indican que la
funcionalidad de las membranas de los nopalitos entre las especies de Opuntia pueden
ser utilizadas como marcadores para diferenciar a las especies silvestres de las
domesticadas y su tolerancia o resistencia a la humedad restringida, como en otras

especies (Bajii, 2001).
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Cuadro 3.2. Valores propios y proporcion de la varianza acumulada de los tres primeros
componentes principales (CP), obtenidos con las caracteristicas fisicas y

quimicas de 15 variantes de nopalitos (Opuntia spp.).

CP1 CP2 CP3
Proporcion de varianza acumulada 0.4251 0.6605 0.7805
Conductividad eléctrica 0.2410 0.4465 -0.1017
Firmeza 0.4332 0.0679 -0.3811
Potencial osmotico -0.4071 0.2891 -0.0014
Potencial de agua -0.3799 0.1713 0.6332
Sdlidos solubles totales (5:00 h) 0.4198 0.3504 0.2845
Solidos solubles totales (13:00 h) 0.4108 0.2606 0.4502
Acidez (5:00 h) 0.1613 -0.5390 0.1686
Acidez (13:00 h) 0.2704 -0.4493 0.3625

La representacién grafica de los CP (Figura 3.15 A-B) mostré que CP1 permitid
que las especies silvestres (O. streptacantha y O. hyptiacanta) conformaran un grupo
independiente de las especies con domesticacion intermedia (O. megacantha) y mayor
(O. albicarpa y O. ficus-indica). Ademas, la representacién grafica de CP3 en funcion
de CP2 mantuvo a las especies silvestres relativamente agrupadas (Figura 3.15 C), en
contraste con las de grado mayor de domesticacion. En estas representaciones
sobresalié O. hyptiacanta porque fue el grupo menos disperso en los planos formados
por los tres CP.

Los resultados del analisis CP permitieron confirmar que algunas caracteristicas
biofisicas y quimicas de los nopalitos de las especies evaluadas se expresan en un
gradiente de domesticacion equivalente al reconocido con caracteristicas morfologicas
por Reyes-Aguero et al. (2005).
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3.6 Conclusiones

Las caracteristicas biofisicas y quimicas de los nopalitos de plantas mantenidas por 60
d con disponibilidad limitada de humedad permiten diferenciarlos y agruparlos. Los
nopalitos de las especies O. streptacantha y O. hyptiacantha, identificadas como
silvestres, contrastan con los de las especies con nivel mayor de domesticacion, como
O. albicarpa y O. ficus-indica, ya que son menos firmes, acumulan menos acido malico
y en general menos sélidos solubles al amanecer y por la tarde, por lo que mantienen

un Wa y un Ws mayor.
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4. CAMBIOS DE LA ACIDEZ DE NOPALITOS (Opuntia spp.) EN CONDICIONES DE
RIEGO Y EN UN GRADIENTE DE DOMESTICACION

4.1 Resumen

La importancia econdmica del nopal (Opuntia spp.) en México se debe, en parte
a la gran diversidad de variantes silvestres, cultivares y especie. Un caracter de calidad
para los consumidores es la acidez de los nopalitos. El objetivo de este estudio fue
determinar la acidez y su modificacién en un ciclo de 24 h de los nopalitos de tres
especies en un gradiente de domesticacion, cultivados en condicion de invernadero y
riego. La hipotesis fue que la acidez de los nopales es diferente entre las especies y
disminuye con la domesticacion. Se utilizé un disefio experimental completamente al
azar, con cuatro repeticiones por tratamiento y los factores que se evaluaron fueron la
especie, variante y hora de muestreo. La acidez se cuantificod por titulacion con NaOH y
fenolftaleina como indicador. Los resultados se sometieron a ANDEVA y comparacion
multiple de medias de Tukey (P<0.05) entre variantes y especies. En el ciclo de 24 h la
acidez mayor se registré a las 5:00 h (1.04 de acido malico g 100 g'1 biomasa seca) en
Rubi Reyna de O. megacantha y la menor a las 13:00 h (0.3 de acido malico g 100 g'1
biomasa seca) en Cardona de O. streptacantha. La especie menos acida (0.34 de
acido malico g 100 g™’ biomasa seca) fue O. streptacantha a las 17:00 h y la mas acida
(1.01 de acido malico g 100 g'1 biomasa seca) O. megacantha a las 5:00 h; sin
embargo; la acidez de O. streptacantha a las 5:00 h fue igual (P>0.05) a la de O. ficus-
indica. Los cambios de la acidez a lo largo del dia de los nopalitos, de las nueve
variantes, de las tres especies, fueron tipicos del metabolismo acido crasulaceo y no

presentaron una relacion aparente con el gradiente de domesticacion.

Palabras clave: nopal, acides, domesticacién, especies, variantes, Opuntia spp.
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ACIDITY CHANGES OF NOPALITOS (Opuntia spp.) INGREENHOUSE
CONDITIONS AND IRRIGATION, IN A DOMESTICATION GRADIENT

4.2 Abstract

The economic importance of nopal (Opuntia spp.) in Mexico is due partially to the large
number of wild variants, cultivars and species. A good-quality characteristic for
consumers is the acidity of the nopalitos. The aim of this study was to assess the acidity
in a cycle of 24 h of three nopalitos species in a domestication gradient. Nopales plants
were grown under greenhouse and irrigation conditions. The hypothesis was that the
acidity of the nopales is different between species and decreases with the
domestication process. We used a completely randomized design with four replicates
per treatment and the factors evaluated were the species, variants, and the time of
sampling. Acidity was measured by titration with NaOH and phenolphthalein as
indicator. The results were subjected to ANOVA and a Tukey (P < 0.05) multiple
comparisons of means between variants and species. The higher acidity was recorded
at 5:00 h (malic acid 1.04 g 100 g' dry biomass) in Ruby Reyna of O. megacantha and
the lowest at 13:00 h (malic acid 0.3 g 100 g' dry biomass) in Cardona of
O.streptacantha. The species with lower acidity (malic acid 0.34 g 100 g-1 dry biomass)
was O. streptacantha at 17:00 h and the greater acid malic acid (1.01 g 100 g-1 dry
biomass) was 0. megacantha at 5:00 h, however, the acidity of O. streptacantha at 5:00 h
did not differ (P> 0.05) from O. ficus-indica. Acidity changes throughout the day, of the
nine variants, belonging to three species of nopalitos, were typical of crassulacean acid
metabolism and did not show an apparent relationship with the gradient of

domestication.

Keywords: cactus, acidity, domestication, species, variants, Opuntia spp.

91



4.3 Introduccion

Actualmente, las plantas de nopal (Opuntia spp.) se cultivan en mas de 30 paises
(Stintzing y Carle, 2005) y habitan en condiciones agroclimaticas, en formas silvestres y
domesticadas (Financiera Rural, 2011).

La desertificacion mundial y disminucién de los recursos hidricos ha permitido
que Opuntia spp. adquiera importancia como un sistema de produccion de alimentos,
que incluye al fruto y a los nopalitos. Las especies de Opuntia constituyen un recurso
vegetal importante para la agricultura de México. En el afio 2009 el nopalito se produjo
en 2.2 % de la superficie sembrada con hortalizas, el nopalito ocupé la cuarta posicion
en importancia por el volumen producido entre un grupo de 56 cultivos. En el afio 2010
la superficie cosechada de nopalitos fue de 12 071 ha; asi, entre los afios 2000 y 2010
la superficie cultivada con Opuntia spp. incrementd poco mas de 40 % (Financiera
Rural, 2011). No obstante, su comercializacién generalmente incluye un numero
relativamente limitado de variantes y cultivares, en comparacion con la riqueza de
variantes, con grado diferente de domesticacion, que existen en México. Entre ellas se
incluyen las recolectadas de poblaciones naturales, las plantadas como cercos vivos,
las de los solares y las de las plantaciones comerciales (Reyes-Aguero et al., 2005).

El interés es comercial y econémico por los brotes tiernos de nopal, con 15 a 25
cm de longitud y peso entre 90 y 100 g, que se consumen como verdura (Cantwell,
1995; Saenz, 2006). Los consumidores prefieren los nopalitos delgados, con color
verde brillante, turgentes, sin espinas, contenido bajo de fibra y poco acido (Corrales-
Garcia et al., 2004, Dominguez, 1995, Reyes-Aguero et al., 2004, Rodriguez-Félix y
Cantwell, 1988). Estas caracteristicas dependen de la diversidad de formas silvestres,
semidomesticadas y cultivares de nopal, que reflejan la variedad de gustos y
preferencias de los consumidores dependiente de la region de consumo (Calvo-Arriaga
et al., 2010; Razo y Sanchez, 2002).

Los nopales son plantas con metabolismo acido crasulaceo (MAC), por el que
incrementan su éxito en ambientes con precipitacion escaza y erratica, con irradiaciéon

alta y temperaturas extremas. El desarrollo de las plantas MAC esta caracterizado por
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la plasticidad alta a las perturbaciones ambientales y les permite su supervivencia en
condiciones adversas (Borland et al., 2000). EIl MAC es una adaptacion fisioldgica, la
apertura de sus estomas se lleva a cabo durante la noche permitiendo la fijacion de
CO, (éste se almacena en acidos organicos de cuatro carbonos, principalmente acido
malico) cuando la demanda de evaporacion es muy baja, lo cual resulta en un
incremento en la eficiencia en el uso del agua (Nobel, 1988). Durante el dia y para
evitar una excesiva pérdida de agua, los estomas permanecen cerrados y es en este
momento cuando se lleva a cabo la descarboxilacion del malato para que el CO;
liberado sea incorporado en el ciclo de Calvin (Osmond, 1978). El incremento de la
acidez tisular es proporcional a la concentracion de acido malico en las vacuolas de las
células, ya que por cada molécula de CO; fijada por una planta MAC se produce una
molécula de acido malico y dos iones de hidrogeno (Nobel, 1988).

Se ha sefalado que la expresion del MAC en los nopalitos depende de la
especie, la variante y los horarios de cosecha; la acidez incrementa al anochecer y
disminuye rapidamente durante las primeras horas de la mafiana (Acevedo et al., 1983,
Corrales-Garcia et al.,, 2004; Samish y Ellern, 1975). Otros factores combinados
también modulan los atributos bioquimicos vy fisiolégicos de las plantas MAC, entre
ellos estan la ontogenia, el genotipo y los ambientales, como la intensidad de la luz, la
temperatura, la humedad relativa, disponibilidad de agua y también el manejo del
cultivo y el tiempo de almacenamiento de los nopalitos (Nobel y Hartsock 1983;
Cushman, 2001; Dood et al., 2002; Corrales-Garcia et al., 2004,).

Debido a que la acidez de los nopalitos es una caracteristica muy importante no
solo por su capacidad de fijacion de CO; sino también por la calidad organoléptica para
el consumidor, el objetivo de este estudio fue determinar la acidez y su patrén de
acumulacion en un ciclo de 24 h de los nopalitos de tres especies de Opuntia en un
gradiente de domesticacion, cultivados en condicion de invernadero y riego. La
hipétesis fue que la acidez de los nopales es diferente entre las especies y disminuye

con la domesticacion.
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4.4 Materiales y métodos

4.4.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

En junio de 2010 se recolectaron 36 cladodios maduros de las variantes Cardona,
Cardona de Castilla y Tuna Loca de la especie silvestre O. streptacantha Lem, Amarillo
Platano, Rojo Lirio y Rubi Reina de la especie semidomesticada O. megacantha Salm-
Dyck y de los cultivares Copena V1, Rojo Vigor y Atlixco de la especie domesticada O.
ficus-indica (L.) Miller del Depositario Nacional de Opuntia del Centro Regional
Universitario Centro Norte, de la Universidad Auténoma de Chapingo (CRUCEN-
UACNh). Este sitio se localiza 4 km al suroeste de la ciudad deZacatecas, México, en la
localidad de “Huertas del Orito”, con clima BS1kw(w) (e) g, seco estepario, templado,
veranos calidos y lluviosos (Garcia, 2004).

Los cladodios con longitud y anchura promedio de 34.5 y 20.6 cm, y biomasa
fresca de 940 g se plantaron individualmente, el 8 de julio del 2010, en macetas de
plastico (28.5 cm de altura por 31 cm de diametro y 19 L de capacidad), con 15 kg de
una mezcla de suelo y grava de tezontle (3:1, v:v). Las plantas, colocadas al azar, se
mantuvieron en el invernadero del Posgrado en Botanica del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillos, Estado De México (19°31’ Lat. N, 98°53’ Long. O
y 2353 msnm), con clima Cb(Wy,)(W)(i")g templado subhumedo con lluvias en verano y
época seca en invierno (Garcia, 2004). A cada maceta se le aplico 1 L de agua una
vez por semana, con lo que se mantuvo la humedad en 30 %.

Las evaluaciones se realizaron el 16 de junio de 2012, cuando las plantas tenian
dos anos de edad. La iluminacion fue natural, la temperatura y la humedad relativa
media dia/noche (promedio de un mes) dentro del invernadero fue 21/16 °C y 43/44 %.
Se seleccionaron para las evaluaciones nopalitos de la ultima brotacién, con longitud

promedio de 20 a 25 cm.

Determinaciodn del contenido de humedad en el suelo

El contenido de humedad del suelo se determiné en 15 muestras, de 1 g, tomadas al

azar de la zona radical, en la periferia de la planta, a 10 y 15 cm de profundidad. Las
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muestras fueron deshidratadas, hasta alcanzar peso constante, a temperatura (105 °C
durante 72 h) constante en un horno de secado. La humedad del suelo fue expresada

como porcentaje del peso total, segun la siguiente ecuacion:

w= Msh—Mss = (Mag ) 100

Mss Mss

Dénde: w = contenido de humedad (%)
Mag = masa del agua
Msh = masa del suelo humedo

Mss = masa del suelo secado en estufa

Determinacion de la acidez

La acidez titulable se evalué con la metodologia descrita por la AOAC (Asociacion
Oficial de Quimica Analitica, 1990). Para esto, los nopalitos fueron cosechados cada 4
h en un ciclo de 24 h (5, 9, 13, 17, 21, 1 y 5 h). Con un sacabocados (1.8 cm de
diametro) se extrajeron muestras de 1 g de la zona central de cada nopalito, se
envolvieron en papel aluminio, se congelaron a -196 °C por inmersién en nitrogeno
liquido y se deshidrataron por liofilizacion (Labconco® modelo Free Zone 6, Kansas
city, MO, EE.UU.).

Las muestras deshidratadas se maceraron en un mortero, se resuspendieron en
10 mL de agua destilada y se centrifugaron a 30 000 x g durante 4 min. Una alicuota
de 5 mL del sobrenadante se titul6 con una solucion de NaOH 1 N y fenolftaleina como

indicador. La acidez se calcul6 con la siguiente ecuacion:

Acido malico (%) = (mL de NaOH) (Concentracion del NaOH) (0.067) (Vol. total) (100)

(Peso de la muestra en g) (Volumen en mL de la alicuota)

Dénde: 0.067 es un factor de conversion a acido malico (peso miliequivalente del acido

malico) acido organico predominante en los tejidos de las plantas MAC.

95



4.4.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se empled un disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones, con
un nopalito como unidad experimental. Los datos de acidez fueron analizados mediante
ANDEVA, con tres especies, nueve variantes y siete tiempos de muestreo en el ciclo de
24 h. Ademas, se realizaron comparaciones multiples de medias con la prueba de

Tukey (P<0.05). Los analisis se realizaron con el paquete estadistico SAS.

4.5 Resultados y Discusion
4.5.1 Acidez titulable

La acidez de los nopalitos de las nueve variantes cambid durante las 24 h. Los cambios
fueron tipicos de las plantas MAC (Corrales-Garcia et al., 2004), la caida de la acidez
inicid en todos los casos a la 5 h, los valores menores los presentaron el periodo diurno
y los mayores en el periodo nocturno (Figura 4.1).

Resultados similares fueron obtenidos por Acevedo et al. (1983), Corrales-
Garcia et al. (2004), Luttge y Nobel (1984) y Rodriguez-Felix y Cantwell (1988). Otra
diferencia fue que, en general, la acidez minima y maxima difiri6 (P<0.05) entre las
variantes. En el primer caso, la diferencia mas amplia represent6 cerca de 52 % y se
observo entre Cardona (0.25 acido malico g 100 g'1 biomasa seca) de O. streptacantha
y Amarillo Platano (0.52 acido malico g 100 g™ biomasa seca) de O. megacantha; esto
es, en las condiciones del estudio una de las variantes silvestres presenté los valores
menores de acidez de todo el grupo (Figura 4.1).

También hubo diferencias en la acidez maxima entre las variantes. La diferencia
mayor representd 44 % y se detecto entre las dos silvestres Tuna Loca y Cardona (0.60
acido malico g 100 g™ biomasa seca) y las tres semidomesticadas, que en promedio
presentaron valores atipicamente altos (1.08 acido malico g 100 g~ biomasa seca)
respecto a todas las demas (Figura 4.1). Asi, en las condiciones del estudio dos
variantes silvestres parecen haber sintetizado y acumulado las cantidades nocturnas
menores de acido malico de todo el grupo; en contraste, las semidomesticadas hicieron

lo opuesto.
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Figura 4.1. Acidez diurna y nocturna de nopalitos de Opuntia cultivados con riego en

invernadero (n=4, + e.e).



En contraste, dentro de las especies sobresalieron las variantes Cardona y Tuna
Loca de O. streptacantha y Amarillo Platano, Rojo Lirio y Rubi Reyna de O.
megacantha por su homogeneidad de los contenidos y fluctuaciones minimas del
contenido de acido malico durante el ciclo completo (Figura 4.1).

Algunos de los resultados de la presente investigacion difieren parcialmente de
los obtenidos por Corrales et al. (2004) en nopalitos, de 20 cm de longitud, de los
cultivares Atlixco y Copena V1, cosechados a las 6 y 13 h de un campo experimental
de la zona de Chapingo, Estado de México. Las mayores diferencias se presentaron en
Atlixco y Copena V1 a las 6 h, con 48 % mas contenido de acido malico, en
comparacion con el estudio anterior. Las diferencias principales son los valores
extremos de la acidez determinados por esos investigadores en ambos cultivares (0.29
y 0.41 % de acido malico a las 13 y 6 h en Atlixco y 0.21 y 0.28 % en Copena V1,
respectivamente). Ademas, Betancourt-Dominguez et al. (2006) cuantificaron acidez
mayor en nopalitos silvestres (entre 0.58 y 0.61 % de acido malico) de tres tamanos
(entre 14 y 22 cm de longitud) en comparacion con los de los cultivares (de 0.30 a 0.34
%) Blanco sin Espinas, Blanco con Espinas, Verde Valtierrilla recolectados en la
mafana. Es de notar que en este estudio el valor de la acidez de los cultivares es (20
% en promedio) menor que lo obtenido por los nopalitos domesticados de O.ficus-
indica de nuestra investigacion.

Las diferencias entre las variantes pudieron deberse en parte a la reaccion
particular de cada una al ambiente de cultivo en el invernadero, parcial o ampliamente
contrastante al ambiente tipico en el que crecen estas plantas. Es el caso del agua
recibida por riego o la radiacion. Al respecto, se ha senalado que la cantidad de acidos
organicos que acumulan las cactaceas durante la noche es determinada por la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) que reciben durante los dias previos (Nobel y
Hartsock, 1983; Liittge, 2004), estas plantas requieren una irradiacion de 22 mol-m?-d™
para alcanzar el 90 % de &acidos organicos y fijar CO, durante la noche (Nobel y
Hartsock, 1983) y que se reducen con irradiacién total diaria de 36 mol-m2-d™ (Nobel,
1988). Las cactaceas que crecen en ambientes aridos tienden a incrementar
linealmente la asimilacion de CO, con el flujo de fotones para la fotosintesis, en las

longitudes de onda entre 400 y 700 nm. Las especies MAC mas suculentas y con
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capacidad mayor de almacenamiento de agua pueden mantener por mas tiempo la
tasa maxima de asimilacién de CO, y un balance positivo de carbono, aun después de
30 d de sequia (Andrade et al., 2007).

Otro factor ambiental que regula el MAC es la temperatura. Las temperaturas
nocturnas que favorecen este metabolismo pueden variar entre 15 y 20 °C (Szarek et
al., 1973). Durante la noche, la apertura de los estomas y las reacciones enzimaticas
que favorecen la acumulacion de &acidos organicos son dependientes de la
temperatura. Por lo que las plantas al exponerse a temperaturas diferentes a las de su
ambiente propio podria modificar la tasa de reduccién de CO; y la acumulacion de
acidos. En el presente estudio los nopalitos de todas las variantes crecieron en
condiciones similares, la temperatura nocturna media fue de 16° C (+/-), pero podria
haber sido diferente al éptimo para algunas de ellas.

Entre las especies se detectaron diferencias significativas en el contenido de
acido malico durante el ciclo de 24 h. La acidez maxima, a las 5:00 h, fluctu6 entre 0.73
y 1.01 de acido malico g 100 g'1 biomasa seca. La diferencia mayor se detecté entre O.
streptacantha y O. megacantha y representdé 38 % de la acidez maxima. Entre los
valores menores de acidez de las tres especies también hubo diferencias significativas.
La acidez menor, independientemente de la hora, la presentd O. streptacantha (0.34 de
acido malico g 100 g'1 biomasa seca) y representd 28 % menos acidez respecto a O.

ficus-indica y O. megacantha (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Acidez diurna y nocturna de nopalitos de O. streptacantha (®), O.
megacantha (@) y O. ficus-indica () cultivados en invernadero con riego. Cada
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Las tres especies presentaron la misma tendencia de disminucién del contenido
promedio de acido malico al amanecer, a partir de las 5 h, y continué hasta el
atardecer, a las 17 h, con excepcion de O. ficus-indica. También coincidieron en la
tendencia de su incremento, a partir de las 17 h, y la acumulacion maxima de acido
malico hasta las 5 h (Figura 4.2). La forma de la curva que describié el cambio de
acidez de las tres especies es tipica de las plantas MAC (Nobel, 1988).

La tendencia general (Figura 4.2) permite sefalar que, en condiciones de
invernadero y con riego, los nopalitos de la especie silvestre O. streptacantha son
menos acidos que la especie semidomesticada O. megacantha y domesticada O. ficus-
indica y de estas ultimas los nopalitos de la semidomesticada son los mas acidos.

Se ha sefialado que las variaciones de la acidez se deben al efecto del genotipo,
propio de cada especie, en combinacion con factores ontogénicos que afectan la
expresion de los atributos bioquimicos y fisiolégicos de las plantas (Cushman, 2001;
Dodd et al., 2002). La acidez también depende de las condiciones ambientales, como
la temperatura, la intensidad de la luz (Nobel y Hartsock, 1983), el déficit hidrico, el
suministro de agua (Dodd et al., 2002) y la edad del tejido y la planta. Al respecto,
Rodriguez-Félix y Cantwell (1988) mostraron que entre los nopalitos de O. ficus-indica,
de 7 a 36 cm de longitud, la acidez vario de 0.28 a 0.95 % y en nopalitos de 15 a 25 cm
de longitud de O. inermes fluctué entre 0.41 y 0.72 %, cuando las plantas tenian de 3 a
4 anos de edad. Resultados de acidez que estan dentro del rango encontrado en
nuestro estudio.

Las diferencias en la acidez entre las especies, en el presente estudio, pueden
considerarse propias del nivel de domesticacion de cada una, pues las plantas se
desarrollaron y los nopalitos crecieron en las mismas condiciones; aunque, el ambiente
fue diferente al propio de las variantes silvestres. En estas condiciones no se detectd
un gradiente de la acidez, o de sus cambios en el ciclo de 24 h, directo u opuesto al de

domesticacion.
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4.6 Conclusiones

Los cambios de la acidez de los nopalitos, de las especies O. streptacantha, O.
megacantha y O. ficus-indica, cultivados con riego y en condiciones de invernadero, a
lo largo del dia, son tipicos de las plantas MAC. Asi, no se identifico6 una relacion
inversa entre la acidez de los nopalitos y el gradiente de domesticacién, ya que para la
especie silvestre O. streptacantha presentdé la menor acidez, en comparacién con la
especie domesticada O. ficus-indica; mientras que la especie semidomesticada O.
megacantha genero la mayor acidez, demostrando que la acumulacion de la acidez de

las variantes y de las especies de nopalitos pueden cambiar ampliamente.
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5. FIRMEZA, SOLIDOS SOLUBLES TOTALES Y POTENCIAL OSMOTICO DE
HOJAS DE MAGUEY (Agave spp.) Y SU RELACION CON LA ESPECIE Y
HUMEDAD EN EL SUELO

5.1 Resumen

La naturaleza e intensidad de las respuestas de las especies de Agave a
condiciones ambientales extremas, como la restriccion de humedad en el suelo,
pueden variar considerablemente dependiendo de la edad de la planta, estacion del
ano y hora del dia. Debido a la importancia econdmica y social que tienen los
magueyes en México, y por el interés cientifico y tecnoldgico por estas plantas es
fundamental generar informacion sobre su composicién y caracteristicas fisicas para
desarrollar alternativas que propicien su aprovechamiento integral. El objetivo de esta
investigacion fue identificar diferencias y semejanzas de la firmeza, el contenido de
solidos solubles totales (SST) y potencial osmético (ys) de tejido total, del parénquima
y el clorénquima de las hojas de plantas de siete especies de Agave de dos afios de
edad, cultivadas en condiciones de invernadero con riego y suspension durante 1 afio
y 8 meses (25 y 3 % de humedad en el suelo). La hipotesis fue que los cambios de las
caracteristicas biofisico-fisioldgicas de las hojas de Agave son independientes de la
humedad del suelo y de la especie. Se utilizd un disefio experimental completamente al
azar con nueve repeticiones por tratamiento; se realizé un analisis de varianza y las
medias de cada variable fueron comparadas con la prueba de Tukey (P<0.05). Con
riego A. striata tuvo la firmeza menor (0.049 mm) y A. aspérrima y A. cupreata la mayor
(0.188 mm), con la suspension de riego la diferencia se mantuvo pero los valores
incrementaron en forma no proporcional entre las especies, desde 11 % en A. cupreata
hasta 55 % en A. angustifolia. Con riego el contenido de SST fue menor en A.
salminana y mayor en A. americana (8.84 y 13 °Brix); y con la humedad restringida en
el suelo incrementd desigualmente entre las especies, A. cupreata y A. aspérrima
presentaron el menor y mayor incremento (12.45 y 22.11 °Brix) y no tuvo efecto en A.
cupreata. El ys de tejido total con riego vari6 de -0.7 MPa (A. striata) a -1.03 MPa (A.
angustifolia) y se mantuvo con poco cambio en seis de las especies excepto A. striata,
con la suspension de riego el ys disminuyd para las siete especies presentandose en

un rango de -0.97 en A. striata hasta -1.42 MPa en A. lechuguilla y A. salmiana . El ys
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del parénquima en la condicién con riego fue mayor que en el clorénquima, la
diferencia menor y mayor la presentaron A. angustifolia (-0.92 y -0.96 MPa) y A.
cupreata (-1.08 y -1.54 MPa) y la diferencia cambié entre las especies con la
suspension de riego. Las caracteristicas biofisico-fisiolégicas de las hojas de Agave

son parcialmente dependientes de la humedad del suelo y de la especie.

Palabras clave: Agave, especie, firmeza, solidos solubles totales, potencial osmotico
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FIRMNESS, OSMOTIC POTENTIAL AND TOTAL SOLUBLE SOLIDS OF MAGUEY
LEAF (Agave spp.) AND ITS RELATIONSHIP WITH THE SPECIES AND
AVAILABILITY OF SOIL WATER

5.2 Abstract

The nature and intensity of the responses of Agave species to extreme
environmental conditions, such as the restriction of soil moisture, can vary considerably
depending on the age of the plant, season and time of day. The magueyes are very
important because their economic and social role in Mexico. As a consequence to
advance in the agave integral plant use it must be included research about their
composition and physical characteristics. The objective of this research was to identify
differences and similarities of firmness, total soluble solids (TSS) and osmotic potential
(ws) of total tissue, parenchyma and chlorenchyma of leaves. The research was made
using seven species of Agave. The agave plants were two years old, grown under
greenhouse conditions. There were two plants groups: with irrigation and watering
suspension for 1 year and eigth months (25 and 3% moisture in soil respectively). The
hypothesis was that the changes in biophysical and physiological characteristics of
leaves of Agave are independent of soil moisture and species. We used a completely
randomized design with nine replicates per treatment. Also, we performed an analysis
of variance and the Tukey test (P < .05). A. striata plants growing under irrigation had
lower firmness (0.049 mm) and A. asperrima and A. cupreata the highest values (0.188
mm). Plants growing with watering suspension the values increased disproportionately
among species, from 11% in A. cupreata to 55% A. angustifolia. The TSS content in A.
Salminana plants growing under irrigation was lower (8.84) and higher in A. americana
(13 ° Brix). A. cupreata and A. asperrima plants growing without watering had the lowest
and highest increase (12.45 and 22.11 ° Brix) and no effect on A. cupreata. The total
tissue ws with irrigation ranged from -0.7 Mpa (A. striata) to -1.03 MPa (A. angustifolia)
and it is maintained with little change in the seven species with irrigation suspension.
The parenchyma ys in watering plants was greater than the value in the chlorenchyma.
A. Angustifolia had the smallest difference (-0.92 and -0.96 MPa) of parenchyma ys
and the greater was presented by A. cupreata (-1.08 and -1.54 MPa) and the
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differences changed between species in plants growing with irrigation suspension.
Biophysical and physiological characteristics of Agave leaves are partially dependent on

soil moisture and species.

Keywords: Agave, specie, firmness, total soluble solids, osmotic potential
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5.3 Introducciéon

El género Agave es endémico del continente americano se distribuye en el sur de
Estados Unidos, México, América Central, el Caribe y América del Sur (Garcia-Herrera
et al., 2010), México es considerado el centro de origen y de diversidad del género,
debido a que este territorio cuenta con 272 de las 310 especies reconocidas, de las que
135 son endémicas (Garcia, 2002) y estan en todos los estados, excepto Tabasco y
Quintana Roo (Garcia, 2007), es decir en mas del 75 % del territorio. Algunas regiones
son mas ricas, es el caso del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, la Sierra Madre Occidental,
en los estados de Sonora, Chihuahua y Sinaloa, y una area mas extensa, que abarca el
desierto de Chihuahua, San Luis Potosi, Nuevo Ledn y Tamaulipas (Garcia, 2002).

Los magueyes son de los recursos que desde épocas prehispanicas han sido
relevantes, su distribucion y diversidad amplias permitieron que los humanos los usaran
con fines multiples y que su cultivo fuera superado s6lo por el maiz en la agricultura
mesoamericana desde hace 9 000 afos (Garcia-Moya, 2011). Agave salmiana, A.
tequilana, A. lechuguilla y A. sisalana son algunas de las especies que prosperan
principalmente en las comunidades de las zonas aridas y semiaridas y entre las mas
utilizadas (Garcia-Herrera et al., 2010).

En esas regiones las condiciones climaticas y edaficas son extremosas y el
establecimiento de la agricultura es dificil principalmente por la escasez de agua. Los
magueyes presentan metabolismo del tipo de las Crasulaceas (MAC) (Davis et al.,
2011) y caracteristicas fisiologicas y morfologicas que les confieren capacidad notable
de adaptacion a los ambientes mas hostiles, como disponibilidad limitada de humedad
durante periodos prolongados hasta de un afio y fluctuaciones amplias de temperatura
entre el dia y la noche; en esos ambientes se desarrollan y multiplican facilmente y su
productividad es mayor que la de la mayoria de las plantas que se cultivan actualmente
en estas zonas (Gentry, 1982 y Granados, 1993). Lo anterior, en parte, porque estas
plantas tienden a limitar la pérdida de agua por transpiracién y a acumularla en tejidos
especializados de las hojas, en las que presentan cuticula gruesa (Garcia, 2007), y su
sistema de raices superficial les permite responder rapidamente a lluvias breves o
intermitentes (North y Nobel, 1998). La firmeza es un atributo de la textura de los

tejidos, esta relacionada con la estructura de los tejidos, el contenido de agua, la
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turgencia de las células, la composicion de la pared celular (Dussan-Sarria, 2008) y el
grosor y composicion de la cuticula, que es variable entre las especies vegetales,
tejidos, edad o estado de desarrollo de la planta (Lallana et al., 2006). Al respecto,
Mora-Lopez et al. (2011) indicaron que el grosor de la cuticula, junto con otros atributos
morfolégicos, fue adecuado para identificar y reconocer un gradiente de humanizacién
en la seccién Salmianae del género Agave.

El estrés hidrico es una condicion que, por pérdidas excesivas de agua o
inadecuada absorcion, conduce al balance hidrico negativo suficiente para reducir la
turgencia, disminuir la elongacion celular y alterar negativamente los procesos
fisiologicos esenciales de las plantas, y es dependiente de la especie y su grado de
tolerancia (Sanchez-Diaz y Aguirreolea, 2000). Para evaluar estas reacciones en las
plantas frecuentemente son evaluados el potencial de agua (ya), el potencial osmotico
(ws) y la acumulacion de algunos solutos o el contenido total de ellos (solidos solubles
totales, SST) en sus tejidos, como indicadores de la tolerancia a la sequia.

El gran acervo de magueyes mexicanos podra aprovecharse después de evaluar
y conocer los procesos fisiolégicos que le permiten sobrevivir y prosperar en los

ambientes extremos descritos, ya que la informacion sobre el tema es incipiente.

El objetivo de esta investigacion fue identificar diferencias y semejanzas de la firmeza,
del contenido de SST, y ys de tejido total, del parénquima y el clorénquima de las hojas
de plantas de siete especies de Agave de 2 afios de edad, cultivadas en condiciones
de invernadero con riego y su suspension durante 1 afio y 8 meses (30 y 3 % de
humedad en el suelo). La hipotesis fue que los cambios de las caracteristicas biofisico-
fisioldégicas de las hojas de Agave son independientes de la humedad del suelo y de la

especie.
5.4 Materiales y métodos

5.4.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se evaluaron siete especies de magueyes (Cuadro 5.1) con importancia comercial y
cultural ancestral y actual, pues, destacan por su uso, prehispanico o actual, para

producir bebidas destiladas y fermentadas, para obtener fibras, alimentos y forraje
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(Ramirez-Tobias et al., 2012). Las especies seleccionadas presentan formas de
reproduccion diversas, proceden de regiones climaticas distintas y se clasifican, de
acuerdo con Gentry (1982), en los subgéneros Agave y Littaea y en siete grupos
taxonémicos; A. lechuguilla y A. striata forman parte del subgénero Littaea y las otras
cinco del subgénero Agave (Cuadro 1; Ramirez-Tobias et al., 2012). Para el estudio,
las plantas fueron obtenidas de semillas y cultivadas en condiciones de invernadero en
el Colegio de Postgraduados, Montecillo, México (clima BS1kw(w), con lluvias en
verano e inviernos frios; Garcia, 2004), en macetas con 12 kg de una mezcla de suelo
agricola y grava de tezontle en proporcion 3:1, segun lo descrito por Ramirez-Tobias et
al.(2012).

Desde la siembra, hasta la emergencia de la segunda hoja lateral las plantas
fueron regadas una vez por semana, con agua suficiente para conservar el sustrato
huamedo. Luego se formaron dos grupos de plantas a uno se le proporcion6é agua 1L
cada semana (riego frecuente) para mantener la humedad del sustrato cercana a
capacidad de campo, y al otro se le proporcion6 agua con frecuencia y cantidad
menores (riego restringido) durante 1 afio y 8 meses. El agua se suministré6 con un
sistema de riego localizado, semiautomatizado hasta cada maceta y programado para
aplicar el agua necesaria para cada tratamiento.

El potencial de agua (Wa) se midié en muestras de sustrato en camaras psicrométricas
(Wescor C-52, Inc, Utha, EE.UU.) conectadas a un microvoltimetro (Wescor HR-33T,
Inc, Utha, EE.UU.), operado en el modo de punto de rocio. El Wa (promedio + el error
estandar) fue -0.7 + 0.07 MPa en los tratamientos con riego frecuente y de -3.5+0.41
MPa en los tratamientos con riego restringido en los primeros 6 meses, después

disminuy6é a menos de -5 MPa, segun lo sefialado por Ramirez-Tobias et al. (2013).
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Cuadro 5.1. Diferencias taxondmicas, reproductivas y del ambiente de origen de las especies de Agave evaluadas®.

Tendencias en la

Temperatura (°C)

Subgénero Grupo Especie ! Tipo de vegetacion
reproduccion MAS MMFET MMCP
Littaea Marginatae A. lechuguilla Hijuelos y semilla -3az22 >-3 s.l.e. Matorral desértico rosetofilo
Striatae A. striata Semillay rgm|f|caC|ones 18 a 22 <18 s.l.e. Matorral desértico rosetdfilo
axilares
. A. americana var. . . Diversas temperaturas debido a Habitats "artificiales" por la
Agave Americanae : Hijuelos y semilla . i O .
marginata la dispersion humana distribucién antropogena
Americanae A. asperrima Hijuelos y semilla 12a18 -3a18 <18 Matorral submontano
Crenatae A. cupreata Semilla 18 a 22 >18 s.l.e. Bosque de pino y encino
Rigidae A. angusjufoha¢ Bulbillos e hijuelos >18 <18 599 Bosque troplcall caducifolio y
ssp. tequilana plantaciones
Salmianae A. salmiana Hijuelos y semilla 12a22 -3a18 >18 Asociacion de matorral desertico

micréfilo y matorral crasicaule

2 Ramirez-Tobias et al. (2012). MAS : Temperatura media anual. MMF": Temperatura media del mes mas frio. MMCP: Temperatura
media del mes mas caliente. s.l.e.: Sin un limite especificado.
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En ese momento, a estos tratamientos (humedad restringuida) se les
suspendio el riego totalmente. Para este estudio, el sustrato fue analizado en el
laboratorio de Fisica de Suelos del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillos. Las constantes de humedad del substrato fueron la capacidad de
campo (C.C) 30 % y el punto de marchitamiento permanente (PMP) 12.6 %; su pH
fue 7.6, su conductividad eléctrica 6.4 dS m™, y las concentraciones de N, P y K
fueron 0.27 %, 198 mg kg™ y 3.02 cmol kg™

Determinacion de la humedad del suelo

Debido a la imprecision de las camaras psicométricas para evaluar Y5 menores
que -5 MPa, la humedad del suelo de las unidades experimentales se determind
en la zona radical de las plantas al momento de las evaluaciones en las plantas.

Se evaluaron 15 muestras, de 1 g de suelo, por tratamiento, seleccionadas al azar
entre las unidades experimentales. Las muestras fueron deshidratadas a
temperatura constante de 105°C en un horno de secado hasta alcanzar peso
constante. Los datos fueron expresados como porcentaje del contenido de agua

del suelo con la siguiente ecuacion:

w=Mag = Msh—Mss = (Msh ) 100
Ms Mss Mss

w = contenido de humedad (%)
Mag = masa del agua

Ms = masa de los so6lidos
Msh
Mss

masa del suelo hiimedo

masa del suelo secado en estufa

Determinacién de la firmeza

La firmeza se determiné en tres secciones equidistantes (base, centro y apice) de
la hoja, se tomaron tres mediciones de cada seccion. Se usé un Texturémetro

Universal (Sommer and Runge KG, modelo Sur Berlin, Berlin-Friedenau) que mide
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la distancia de penetracién de un puntal cénico de 117.33 g de peso, 1.2 mm de
diametro y con caida libre por un intervalo de 4 s desde la inmediacion superior de
la hoja. Los resultados se expresaron como la distancia de penetracion del puntal

en mm a través del tejido foliar.

Determinacion del contenido de solidos solubles totales

El contenido de SST (°Brix) se evaluo en la base, centro y apice de las hojas. De
cada seccién se tomaron tres muestras con un sacabocado de 1.5 cm de
diametro, cada una se envolvié en papel aluminio y se mantuvo en bolsa de
polietilieno a -4 °C por 24 h, después se introdujo el tejido en una jeringa
hipodérmica, se permitié su descongelaciéon y el émbolo se presion6 para obtener
la savia a temperatura ambiente (25 £ 2°C). Una alicuota de savia (0.3 mL
aproximadamente) se colocd sobre el sensor de un refractometro digital (Atago

PAL-1) y se tom¢ la lectura.

Determinacion del potencial osmético de tejido total, parénquimay

clorénquima

El ys del tejido total, del parénquima y del clorénquima se evaluaron en cinco
secciones equidistantes, entre la base y el apice de la hoja, extraidas con un
sacabocados de 1 cm de diametro. El clorénquima, tejido exterior (mesofilo de la
hoja) debajo de la epidermis con casi la totalidad de células con cloroplastos, fue
separado manualmente, con ayuda de un bisturi, del parénquima. Las muestras se
envolvieron en papel aluminio y se mantuvieron en un congelador a -4 °C por 24 h;
despueés, se introdujeron en jeringas hipodérmicas, se dejaron descongelar a
temperatura del laboratorio (25 + 2 °C) y se presiond al émbolo para obtener la
savia; 10 pyL del extracto celular se recolectaron con una micropipeta (Biopette
autoclavable), se colocaron sobre un disco de papel filtro de 6 mm de diametro y el

Ws se cuantificd con un osmoémetro de presion de vapor (Wescor 5520, EE.UU.).
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5.4.2 Disefo experimental y andlisis estadistico

Se utilizdé un diseno experimental completamente al azar con nueve repeticiones.
La unidad experimental estuvo representada por una maceta (con tres plantas,
salvo alguna excepcion con una o dos plantas) y se evaluaron 14 tratamientos
representados por las siete especies de magueyes y las dos condiciones de
humedad del suelo (riego semanal y su suspensién por 8 meses). Las variables
evaluadas fueron la firmeza, el contenido de SST y el ys del tejido total,
parénquima y clorénquima de las hojas. Los datos fueron sujetos a ANDEVA y
comparaciones multiples de medias, con la prueba de Tukey (P<0.05). Las
comparaciones entre las especies se hicieron con los promedios de las tres o
cinco secciones evaluadas a lo largo de la hoja. Los analisis se realizaron con el

paquete estadistico SAS V9.

5.5 Resultados y discusion

La humedad del suelo después del riego fue de 30 % y después de 1 afio y 8

meses de la suspension del riego la humedad alcanz6 3 %.

5.5.1 Firmeza

La firmeza en tres zonas de la hoja permitié conocer su variacién a largo de ésta;
pues, con excepcion de A. striata, esta caracteristica vario (P<0.05) con
tendencias diferentes entre los subgéneros, las especies y las condiciones de
riego (Figura 5.1).

Aunque la firmeza de A. striata, del subgénero Littaea, no varié (P>0.05) a
lo largo de la hoja en cada condicion de hidratacion del substrato, su valor fue 68
% mayor en la zona del apice por la falta de agua en el suelo, respecto a la
condicién con riego. Ademas, en las condiciones del estudio las hojas de esta
especie presentaron la firmeza menor de todo el grupo y también tuvieron las
longitudes menores (Figura 5.1 A). Aunque A. lechuguilla pertenece al mismo
subgénero que A. striata, el contraste fue notable entre las dos especies; ya que

las hojas de aquella fueron cerca de 10 cm mas largas (44 %), su firmeza fue
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varias veces mayor y la ausencia de riego genero un gradiente creciente a lo largo
de la hoja. En la zona central y del apice foliar en las plantas de A. lechuguilla con
riego la firmeza fue en promedio 31 % mayor que en la base y la suspension del
riego la incremento solo en la base y centro de la hoja (Figura 5.1 A).

Entre las especies del subgénero Agave la firmeza fue heterogénea; vya
que incrementd (P<0.05) linealmente a lo largo de la hoja de A. americana (17 y
45 %) independientemente de la condicion de humedad, en A. aspérrima (17 %)
sblo con el riego y en A. salmiana (29 %) sin él. También A. americana se
diferencié de las otras especies por la longitud mayor de sus hojas, que en
promedio alcanzaron 35 cm (Figura 5.1 B-C). En las hojas de A. cupreata el riego
y su suspension disminuyeron la firmeza de la base al apice, con tendencia no
lineal (5 y 16 %) y en A. angustifolia aunque también disminuy6 la firmeza del
apice respecto a la base, la zona central de la hoja fue mayor que en los extremos,
por lo que el cambio a lo largo de la hoja tuvo tendencia curvilinea (Figura 5.1 B-
C).

Entre las estructuras foliares que pueden afectar la firmeza y resistencia a
la rotura del tejido esta la cuticula; su grosor es una de las caracteristicas que le
confieren parte de esa resistencia (Dominguez et al., 2011). Los resultados (Figura
5.1) mostraron indirectamente que el grosor (y ultraestructura) de la cuticula de las
hojas de plantas de maguey en desarrollo es heterogéneo en la mayoria de las
especies estudiadas, que parece aumentar con la restriccion de humedad en el
suelo y que el incremento no es similar a lo largo de la hoja, ni entre las especies.
Sin embargo, ademas de la estructura también pudo haber diferencias en la
composicién (Tafolla-Arellano et al., 2013).

Una de las funciones mas importantes de la cuticula es actuar como barrera
que reduce la pérdida de agua y difusiéon de gases (Chassot y Métraux, 2005;
Tafolla-Arellano et al., 2013). Los analisis reoldgicos indican que la cuticula es
principalmente un material viscoelastico y de endurecimiento que solidifica la
pared celular de la epidermis. La rigidez de la cuticula se puede atribuir
principalmente a los polisacaridos y flavonoides, mientras que la matriz de la

cutina es principalmente responsable de su elasticidad. Asi, los flavonoides
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refuerzan la propiedad elastica de la fraccion del polisacarido y, junto con las
ceras, desempefian un papel como material de relleno, ya que ambos parecen
reducir la movilidad de la matriz de la cutina y actuan como compuestos que

aumentan la rigidez de la cuticula (Dominguez et al., 2011).
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Figura 5.1. Firmeza promedio de la base al dpice (+ e.e.) de las hojas de plantas de Agave spp. de 2 afios de edad, con
riego semanal (cuadros) o su suspension durante 1 ano y 8 meses (circulos), en condiciones de invernadero. (A)
A. striata (N, @), A. lechuguilla (u,®), (B) A. salmiana (B,@®), A. aspérrima (®,®), A. cupreata ( , ), y (C) A.
angustifolia (®,®) y A. americana (H,®). La firmeza en mm es la distancia de penetracién de un puntal cénico de
117.33 g de peso, 1.2 mm de didmetro y con caida libre por un intervalo de 4 s desde la inmediacion superior de la
hoja (n=3, P<0.05).
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El promedio de la firmeza de las tres zonas foliares se usé para comparar
las especies. Se observo un gradiente entre las especies, en ambas condiciones
de humedad en el suelo, independiente del subgénero. Con riego A. striata tuvo la
firmeza menor (0.049 mm) y A. aspérrima y A. cupreata los valores mayores
(0.188 mm en promedio). Con la ausencia de riego la tendencia fue parcialmente
similar, ya que A. striata mantuvo el valor menor (0.068 mm) y A. aspérrima el
mayor (0.249 mm); en esta condicion, la firmeza incremento en comparacién con
la condicidn de riego, variando entre las especies, desde 9 % en A. cupreata hasta

35 % en A. angustifolia (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Efecto del riego (barras color azul) y su suspension por 1 afio y 8
meses (barras color rojo) en la firmeza promedio (+ e.e) de las hojas de
Agave spp. La firmeza en mm es la distancia de penetracion de un puntal
conico de 117.33 g de peso, 1.2 mm de diametro y con caida libre por un
intervalo de 4 s desde la inmediacion superior de la hoja (P<0.05). Cada
barra es el promedio de tres secciones entre la base y el apice foliar (n= 9).
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La firmeza foliar mayor de las plantas sin riego puede deberse a
modificaciones de la composicion de los tejidos. Al respecto, Garcia et al. (2010)
documentaron que las hojas de las plantas de A. angustifolia, de ocho afos de
edad de tres regiones diferentes de Oaxaca, presentaron un contenido de
humedad en la hoja de 79, 82 y 83.25 % respectivamente, obteniéndose que las
diferencias en la humedad de las hojas podria ser una razén por la cual la
resistencia a la compresion de las hojas fue mayor para la regién 1, presentando
una mayor rigidez en la cuticula de la hoja, debido a que la celulosa se deshidrato
y cristalizd, las hemicelulosas formaron un material notablemente rigido, y esto
ocasiond que la resistencia a la puncién fuera mayor (Aguilar et al., 1999). En
contraste, con la humedad de 83.25 % los polisacaridos se hidratan, se hinchan y
se ablandan, la viscosidad de la cuticula aumenta, su apariencia macroscopica se
modifica y la firmeza de la hoja disminuye (Dominguez et al., 2011).

Ademas de la humedad, otros factores que afectan las caracteristicas
mecanicas de los tejidos vegetales son el estado de madurez y el contenido de
fibra. La textura de los tejidos esta relacionada con la composicidon quimica y
estructura de las paredes celulares del parénquima. Las microfibrillas cristalinas
de celulosa, que constituyen 35 % del residuo seco, las hemicelulosas, pectinas y
lignina son responsables de la firmeza del vegetal; las fibrillas estan presentes en
las paredes celulares de los tejidos encargados del soporte y la proteccion.
Ademas, condiciones estandar, la turgencia, caracteristica responsable de la
firmeza y suculencia de los vegetales, depende del agua que puede constituir
hasta el 96 % del peso del tejido (Aguilar-Sanchez et al., 2007).

5.5.2 Sélidos solubles totales

El contenido de SST a lo largo de la hoja permitié conocer la variabilidad entre las
especies y los subgéneros. Se observé que, con excepcidn de un par de especies,
el contenido de SST increment6 (P<0.05) en proporciones variables de la base al
apice de las hojas entre los subgéneros, las especies y las condiciones de riego
(Figura 5.3).
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En el subgénero Littaea, el contenido de SST en las especies A. striata y
A. lechuguilla incrementé (P<0.05) a lo largo de la hoja, aunque las diferencias en
su longitud sean cercanas a 20 cm; con el riego estas especies presentaron 46 y
59 % de diferencia entre la base y apice, y sin riego la diferencia disminuyd a 17 y
20 %. Sin embargo, en promedio la restricciéon de humedad propicié el incremento
de 14 y 36 % del contenido de SST en A. striata y A. lechuguilla con respecto a la
condicion con riego (Figura 5.3 A).

Entre las especies del subgénero Agave hubo heterogeneidad del contenido
de SST a lo largo de las hojas; A. cupreata no mostré diferencias (P>0.05) a lo
largo de la hoja en ninguna de las dos condiciones de humedad en el suelo,
aunque con humedad restringida se presentaron valores en el apice 23 %
mayores que la base de la hoja no fueron significativos (Figura 5.3 B). En
contraste, en A. salmiana y A. aspérrima el incremento (P<0.05) lineal de la base
al apice representd 46y 28 % y 42 y 28 % con y sin riego (Figura 5.3 B). En A.
angustifolia el contenido de SST incremento 32 % a lo largo de la hoja unicamente
con riego; en contraste, la suspensiéon del riego disminuyd 22 % los SST de la
base con respecto a la region central y al apice (Figura 5.3 C). En A. americana
esta variable fue menor en el centro de la hoja con el riego o su suspensiéon
(Figura 5.3 C).

En cuatro de las siete especies (A. striata, A. lechuguilla, A. salmiana y A.
aspérrima) la suspension del riego propicid el incremento promedio a lo largo de
las hojas del contenido de SST, en dos (A. cupreata y A. americana) no modificd
esta variable y sélo en una (A. angustifolia) la disminuy®.

Los SST representan la concentracion de azucares y otras moléculas diversas
solubles en la savia de los tejidos vegetales, como acidos organicos, aminoacidos,
péptidos, y otras substancias solubles numerosas, pero los azucares son
generalmente los mas abundantes, siendo los fructanos los principales
carbohidratos que se encuentran en la cabeza o pifia (parte central de la planta,
formada por el tallo) (Ihiguez, 2001) de varias especies de Agave en los rangos

de 35 a 70 % de materia seca (Mancilla y Lopez, 2006).
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Figura 5.3. Sdlidos solubles totales promedio de la base al apice (+ e.e.) de las hojas de plantas de Agave spp. de 2 afios
de edad, con riego semanal (cuadros) o su suspension durante un 1afioy 8 meses (circulos), en condiciones
de invernadero (n=9, P<0.05). (A) A. striata (®, @), A. lechuguilla (u,®), (B) A. salmiana (m,®), A. aspérrima
(m,®), A cupreata (, ), vy (C) A angustifolia  (=,®) 'y A americana (N,®).
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Montafies-Soto et al. (2011) determinaron que la concentracién mayor de
azucares en hojas de diez plantas de A. tequilana Azul, de entre 8 y 10 afos de
edad, correspondi6 a los azucares reductores directos y que no hubo diferencia de
la cantidad de ellos entre el apice (17.81 % base seca: bs) y la base (18.18 % bs),
en contraste el contenido de azucares reductores totales en la base represento el
doble (56.36 %) que en el apice (26.3 %). Estas diferencias en el contenido de
azucares a lo largo de la hoja entre estos dos estudios se debe, ademas del
estrés hidrico a la que fueron sometidas las plantas, posiblemente a la especie,
edad de la planta, factores ambientales (alta densidad de luz, fotoperiodo y
temperatura) y genéticos (Lopez et al., 2003, Gonzalez, et al., 2004, Vera et al.,
2009).

La “cabeza” representa la fraccion mayor de la biomasa humeda total de la
planta de maguey y almacena cantidades altas de azucares reductores totales. Sin
embargo, las hojas constituyen residuos del cultivo que no se utilizan, entre ellas,
la base de las hojas maduras, que constituyen la segunda fraccion con mayor
aportaciéon a la biomasa total del cultivo, presentando contenidos de carbohidratos
que equivalen al 68.6 % de los de la cabeza. Debido a la composicion quimica y
el perfil de carbohidratos de este material podria utilizarse para obtener productos
diversos, como jarabe de fructosa, fructosa cristalina, edulcorantes
(fructooligosacaridos e inulina) y como materia prima para la obtencion de
subproductos, como etanol, acido citrico, sorbitol o acido gluconico (Montafez-
Soto et al.,, 2011, Rendon-Salcido, 2007). Los resultados del presente estudio
indican que las hojas de las plantas jovenes de maguey podrian utilizarse como
materia prima en la obtencién de estos productos.

El contenido de SST en la hoja varid6 (P<0.05) ampliamente dentro de
ambos subgéneros, entre ellos y en ambas condiciones de humedad. En el
subgénero Littaea con el riego A. striata acumuld 25 % mas SST que A.
lechuguilla; en contraste, con la suspension de riego la ultima acumulé 31 % mas
SST que A. striata, pero ambas especies incrementaron, significativamente el

contenido de SST. En este caso sobresalié A. lechuguilla porque duplico el valor.
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También en el subgénero Agave las diferencias del contenido de SST entre
las especies fueron menores con el riego que sin él y con excepciéon de A.
cupreata, la disminucion en la disponibilidad de humedad propicié la acumulacién
significativa de SST en las especies. Con riego A. salmiana tuvo el valor menor y
A. cupreata, A. americana y A. aspérrima acumularon las cantidades mayores de
SST. La reaccion a la disminucion de humedad disponible fue diferente entre las
especies y la acumulacion de SST fue notablemente variable en el subgénero
Agave; en A. americana representd 24 % del contenido con riego y en A.
asperrima y A. angustifolia alcanzo 73 y 81 %. Ademas, en este subgénero A.

salmiana sobresalié porque el incremento fue mas del doble (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Efecto del riego (barras color azul) y su suspension por 1 afio y 8
meses (barras color rojo) en el contenido de solidos solubles totales
promedio (+e.e) de las hojas de Agave spp. Cada barra es el promedio de

tres secciones entre la base y el apice foliar (n=27, P<0.05).
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Martinez et al. (2012), realizaron un estudio con A. potatorum Zucc.,
observaron que la fertilizacién con 50 kg de N ha™ y Ia falta de riego en plantas de
5 afios de edad, elevaron el contenido de SST en las hojas y promovio el
alargamiento en altura de las plantas, aunque el crecimiento foliar se vio reducido,
mientras que para plantas jovenes de 2 y 3 afios ocurrid lo contrario. Bautista et al.
(2001) observaron que el contenido de SST de las cabezas de las plantas de A.
tequilana cultivadas en ambientes diferentes, en los estados de Guanajuato y en
Jalisco, no fueron significativamente diferentes. Los resultados de estos autores
coinciden con los del presente estudio, pues confirmaron que en la época seca los
magueyes acumularon en las cabezas cantidades altas de SST, entre 22 y 27
°Brix de agosto a diciembre de 1998 y de 25 a 31 °Brix entre enero y mayo del
2000. Las hojas de las plantas jévenes de A. lechuguilla, A. angustifolia, A.
salmiana y A. aspérrima del presente estudio tuvieron contenido de SST igual o
mayor que el de la cabeza del henequén (A. fourcroydes) de 8 y 19 afos (11.7 y
15.2 °Brix), incluso las cosechadas durante la época de seca, en primavera (17.4
°Brix) (Renddn-Salcido et al. (2009)).

La acumulacion de SST en la cabeza y las hojas de las plantas de maguey
en épocas secas se debe al efecto de la concentracién de algunos compuestos,
como los azucares (Bautista-Justo et al., 2003); asi, tanto la humedad como la
temperatura del ambiente modifican directamente la suculencia y riqueza de
reservas de la planta (Godinez, 2012). Estos cambios en los vegetales ademas de
relacionarse con el incremento de la concentracion de solutos por efecto de la
deshidratacion celular también resultan de la acumulacion celular activa de ellos,
ya que permiten mantener el potencial de turgencia positivo en los tejidos (Huang,
2006). La acumulacién de solutos ha sido asociada con el mantenimiento de la
integridad y funcionalidad de las membranas celulares, estructuras de las
proteinas y disminucion de los dafios oxidativos. La acumulacién de solutos en la
raiz de las plantas durante el ajuste osmotico se correlaciona con la tolerancia al

estrés por déficit de humedad en numerosas especies (Huang, 2006).
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5.5.3 Potencial osmético
Potencial osmoético del tejido total

El ys cambid (P<0.05) a lo largo de la hoja de maguey unicamente en algunas
especies. En el subgénero Littaea, los cambios de ys a lo largo de la hoja de A.
lechuguilla tampoco fueron significativos con la suspension del riego, pero con el
riego los valores disminuyeron (P<0.05) de la base al apice (31 % en promedio).
(Figura 5.5 A).

El ys de las especies con las hojas mas cortas (menores que 27 cm) del
subgénero Agave disminuyo (entre 28 y 35 %) de la base al apice foliar cuando se
mantuvieron con riego. Con la suspension de riego unicamente A. aspérrima
mantuvo la caida (26 %) del ys a lo largo de la hoja; en A. cupreata esta variable
aumenté 12 % a lo largo de la hoja y en A. salmiana los cambios no fueron
significativos (Figura 5.5 B).

El ys de las especies con las hojas mas largas (35 cm) del subgénero
Agave disminuyé (P<0.05) entre la base y el apice cuando las plantas se
mantuvieron con y sin riego (entre 15y 37 %), pero las disminuciones fueron mas
pronunciadas con la ausencia de riego (Figura 5.5 C).

Sobresalié el hecho de que con riego el yg disminuy6 de la base al apice
foliar en A. lechuguilla, A. salmiana y A. aspérrima y que, por el contrario el
contenido de SST aumentara (Figura 5.3 A-B y 5.5 A-B). Los gradientes del ys a lo
largo de la hoja podrian estar parcialmente relacionados con el contenido de agua,
el ya y la cantidad y tipo de solutos foliares, que pueden variar en proporciones
variables a lo largo de la hoja. Los mismos factores pudieron haber intervenido en
la caida de ys a lo largo de las hojas de las plantas sin riego; ya que, en general,
la disminucion de la humedad del suelo incrementa la acumulacion de solutos
celulares, que permite el mantenimiento de la absorcion del agua y de la presion
de la turgencia celular, todo esto se relaciona con el decremento del yg de las
células. Al respecto, se ha demostrado que la acumulacién de solutos es un
mecanismo fisiolégico que permite la disminucion del dafio celular y la
deshidratacion de las células (Xu et al., 2002). La intensidad de estas reacciones

pueden constituir una adaptaciéon de las plantas MAC, que contribuye a su
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resistencia aparente a la sequia durante periodos de extrema desecacion,
minimiza la foto-inhibicion y mantiene a la planta en un estado metabdlicamente
activo en esos periodos y podria incrementar su tolerancia y, por lo tanto, su tasa

de supervivencia (Nowak y Martin, 1997).
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Figura 5.5. Potencial osmatico total promedio de la base al apice (- e.e.) de las hojas de plantas de Agave spp. de 2 afios
de edad, con riego semanal (cuadros) o su suspension durante 1afio y 8 meses (circulos), en condiciones de invernadero
(n=3, P<0.05). (A) Agave striata (1,®), A. lechuguilla (H,®), (B) A. salmiana (H,®), A. aspérrima (®,®),A. cupreata ( , ),
(C) A. angustifolia (*,®) y A. americana (N,®).
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En el subgénero Littaea, el ys fue menor (P<0.05) en A. lechuguilla respecto a A.
striata en ambas condiciones de humedad y en las dos especies el ys disminuyé
(P=<0.05), entre 21 y 36 %, con la ausencia de riego (Figura 5.6).

En el subgénero Agave, el ys no fue diferente (P>0.05) entre las especies con
riego, con la suspension del riego disminuyd en las cinco especies, desde -1.07 hasta

-1.42 MPa en A. americana y A. salmiana (Figura 5.6).

Especies
N L Q@ o n
&2 \\@\’\ & & & & &
& & X & &K & O
¥ F O F O OF O O T
0.0 -
0.2
o
\% '0.4'
8 -06 1
£ 08 -
3
s -1.0 -
(&)
g -121
(@)
o _1.4_
-1.6

Subgénero Littaea Subgénero Agave

Figura 5.6. Efecto del riego (barras color azul) y su suspension por 1 afno y 8 meses
(barras color rojo) en el potencial osmético total promedio (-e.e) de las hojas de
Agave spp. Cada barra es el promedio de cinco secciones entre la base y el
apice foliar (n=15, P<0.05).
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Las diferencias mayores del ys se detectaron con la suspension del riego entre
las siete especies. A. lechuguilla y A. salmiana presentaron los ys menores, y aunque
en la misma condicion A. aspérrima, A. angustifolia y A. cupreata presentaron s
similares (Figura 5.6), los resultados muestran que el ysfue diferente entre las especies
cuando la restricciéon de la humedad fue prolongada. Los s bajos estan relacionados
con la acumulacién mayor de solutos en el citoplasma, como la prolina (Ramirez-Tobias
et al., 2013) y la osmoproteccion de macromoléculas, como las proteinas, y de los
sistemas de membrana celulares (Hare et al., 1998; Moreno, 2009). Asi, la resistencia
de estas plantas a la sequia puede deberse a los cambios del yg, y otros, como la
disminucién del area y de la acumulacion de biomasa foliar e incremento de la
asignacion de biomasa a la raiz, un numero reducido de estomas y hojas gruesas (Liu
et al., 2003; Ramirez-Tobias et al., 2013). Ademas de estas caracteristicas las plantas
de Agave presentan adaptaciones que favorecen su éxito en ambientes aridos y
semiaridos durante periodos prolongados de sequia, como la suculencia y turgencia en
el tejido fotosintético, la apertura estomatal e incorporacion nocturna de CO, (Nobel et
al., 2002).

Potencial osmotico del parénquima

Debido a las diferencias en la reaccion a la suspension del riego de las especies
de Agave y a las funciones contrastantes del parénquima (responsable de almacenar
agua en las vacuolas) y el clorénquima (responsable de la fotosintesis), el ys de estos
tejidos separados fue evaluado en cinco secciones entre la base y el apice de la hoja.
Los resultados permitiran conocer algunas diferencias y similitudes de los tejidos, a lo
largo de la hoja, para amortiguar la disminucion del suministro de humedad. Después
de 1afio y 8 meses sin riego en las plantas, las hojas de A. striata disminuyeron
notablemente su suculencia y no se obtuvo suficiente savia de los tejidos separados
para determinar su ys. Por ello, del subgénero Littaea unicamente se presentan los
resultados de A. lechuguilla. En esta especie el ys del parénquima disminuy6 (P<0.05)
linealmente desde la base hasta el apice de la hoja en ambas condiciones de humedad;
pero, sin riego el Yys de parénquima fue 47 % menor que con riego en el apice de la hoja
(Figura 5.7 A).
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El gy del parénquima de las especies del subgénero Agave, también disminuy6
linealmente a lo largo de las hojas de las plantas en ambas condiciones de humedad,
salvo dos excepciones, A. salmiana y A. americana sobresalieron porque ademas de
presentar las hojas mas cortas (20 cm) y mas largas (35 cm) del subgénero, con riego
en la primera el ys del parénquima del apice fue el doble que en la base y la falta de
riego eliminé las diferencias (P<0.05); en contraste, con riego y sin él las diferencias
(P=<0.05) del ys del parénquima de A. americana entre la base y el apice foliar fueron las
menores (entre 23 y 6 %) y en A. angustifolia la suspensién del riego disminuyo
(P=<0.05) drasticamente el ys del parénquima en un 52 % en comparacion con el riego
(Figura 5.7 C). Este efecto de la deshidratacion del suelo en la disminucién del yg del
parénquima se presentd en las seis especies y represento en promedio 40 % respecto
a condicion de riego (Figura 5.7).

Entre las respuestas asociadas a la restriccion de humedad esta el decremento
de la longitud y volumen celular y del wa y Ws de los tejidos, en parte debido al aumento
de la concentracion de solutos disueltos en las células (Nobel, 2006; Kaul, 2009), como
sucedidé en los tejidos foliares de la mayoria de las especies de este estudio, (Figura
5.3); esto ultimo, va acomparfado de la disminucion de la salida de agua de las células,
lo que permite mantener la absorcion de agua y la presién del turgor celular, que puede
contribuir al sustento de los procesos fisiolégicos, como la apertura de los estomas,
fotosintesis y mantenimiento del crecimiento celular (Serraj y Sinclair, 2002; Chaves et
al., 2003; Taiz y Zeiger, 2010).
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Figura 5.7. Potencial osmético del parénquima de la base al apice (- e.e.) de las hojas de plantas de Agave spp. de 2
afos de edad, con riego semanal (cuadros) o su suspension (circulos) durante 1 afio y 8 meses, en condiciones de
invernadero (n=3, P<0.05). (A) A. lechuguilla (®,®), (B) A. salmiana (N,®), A. aspérrima (®,®), A. cupreata
(, ), (C)A.angustifolia (*,®) y A. americana (1,@®).
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El promedio del ys del parénquima a lo largo de la hoja se us6 para
comparar las especies y su reaccion a la disminucién de humedad en el suelo. El
tejido del parénquima de las plantas con riego de A. lechuguilla, del subgénero
Littaea y de A. angustifolia, del subgénero Agave, tuvieron el ys mayor (-0.89 MPa
promedio) de las seis especies y el valor menor en la misma condicion de
humedad (-1.2 MPa) correspondié a A. americana (Figura 5.8).

La disminucion de humedad en el suelo, disminuyé (P<0.05) el ys del
parénquima de las seis especies, entre 0.25 MPa en A. cupreata y 1.0 MPa en A.
salmiana. Las diferencias mayores del ys del parénquima debidas a la dos
condiciones de humedad del suelo las presentaron A. lechuguilla, A. angustifolia y
A. salmiana (Figura 5.8). Estas diferencias entre las especies son parte de los
ajustes fisioldgicos que les permiten mantener las relaciones hidricas adecuadas
durante la sequia (Nobel et al., 2002) y mantener la actividad metabdlica necesaria
para continuar creciendo durante los periodos largos de sequia (Nowak y Martin,
1997). El ys negativo del parénquima, con valores absolutos altos, es una
adaptacion de las plantas tolerantes a la sequia y es consecuencia de la caida del
Wa del tejido (Martin et al.,, 2011); el ajuste del potencial osmoético permite el
mantenimiento del turgor de las células y evitan su plasmdlisis. Una caracteristica
adaptativa de estas plantas es que prolongan el mantenimiento de la actividad
fisiologica durante la sequia debido a que en el tejido del parénquima almacenan
agua, caracteristica identificada como la suculencia de sus hojas, que es tipica de
las plantas MAC (Pimienta et al., 2006). El agua del parénquima que parece
perderse durante la sequia es trasladada al tejido fotosintético (clorénquima), lo
mantiene hidratado durante periodos largos de sequia (Luttge, 2004; Nobel, 2006);
aquél no desarrolla actividad fotosintética y no participa en las oscilaciones de los
acidos organicos, por lo que esta funcion se reconoce como proteccion del
clorénquima cuando la disponibilidad del agua es limitada (LUuttge, 2008) y permite
que las plantas continuen realizando la fotosintesis y creciendo por varios meses

en condiciones de estrés hidrico (Ramirez-Tobias et al., 2013).
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Figura 5.8. Efecto del riego (barras color azul) y su suspension por 1 afno y
8 meses (barras color rojo) en el potencial osmético promedio (-e.e) del
parénquima de las hojas de Agave spp. Cada barra es el promedio de

cinco secciones entre la base y el apice foliar (n=15, P<0.05).
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Potencial osmético de clorénquima

Con el riego, el ys del clorénquima a lo largo de la hoja de A. cupreata se mantuvo
sin cambio significativo, en las otras especies disminuyo linealmente de la base al
apice foliar, en proporciones variables, de 17 % en A. lechuguilla al triple en A.
angustifolia. En general, la disminuciéon de humedad del suelo mantuvo la caida
del ys del clorénquima de la base al apice foliar entre las especies; la excepcion
fue A. salmiana que presento valores menores en la base foliar (Figura 5.9 A-C).

El promedio del ys del clorénquima de las cinco secciones de la hoja

se usd para comparar las especies. El ys del clorénquima de los subgéneros
Littaea y Agave en el suelo hidratado fluctu6 entre -0.96 MPa en A. angustifolia y -
1.64 MPa en A. americana; estos valores contrastaron con los obtenidos en las
hojas de las plantas mantenidas sin riego, pues en todas las especies el ys del
clorénquima incrementd y los valores fluctuaron entre -1.6 MPa en A. aspérrimay -
2.3 MPa en A. cupreata (Figura 5.10).
Las hojas de maguey, como otras suculentas, presentan un tejido externo
fotosintéticamente activo, llamado clorénquima, en el que se llevan a cabo los
aspectos tipicos de la plantas MAC (Luttge, 2008). Los resultados en las Figuras
5.7 a 5.10 indican que, en general, hay diferencias en el yg del parénquima y el
clorénquima de cada especie y entre las especies independientes de la condicion
de humedad en la que crezcan.

Esto ultimo fue demostrado por Ramirez-Tobias et al. (2013), en siete
especies de Agave, que incluian las seis del presente estudio. Esos
investigadores demostraron que en condiciones similares a las del presente
estudio después de 6 meses de suspension de riego, con ya del suelo de -3.5
MPa, se inhibié la acumulacién de biomasa en todas las especies pero el
crecimiento, evaluado como numero de hojas y cobertura de la planta se mantuvo
en A. lechuguilla, A. angustifolia subsp. tequilana, A. duranguensis y A. salmiana,

que son las especies mas adaptadas a la aridez o con limites de tolerancia
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Figura 5.9. Potencial osmaético del tejido de clorénquima de la base al apice (- e.e.) de las hojas de plantas de Agave spp.
de 2 afos de edad, con riego semanal (cuadros) o0 su suspension (circulos) durante 1 afio y 8 meses, en
codiciones de invernadero (n=3, P<0.05). (A) A. lechuguilla (O ,0), (B) A. salmiana (O,0), A. aspérrima ([,0),
A. cupreata ( , ), (C) A. angustifolia (_, ') y A. americana (1, 0).
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ambiental mas amplios; ademas, la restriccidon de humedad promovié la  asignacion
mayor de biomasa a la raiz a expensas de las hojas de A. lechuguilla, A. striata, A.
aspérrima, A. cupreata y A. angustifolia, presentando diferencias estadisticas debidas a
la condiciéon de humedad del suelo. Las plantas MAC que crecen en condiciones de
humedad limitada en el suelo, movilizan internamente el agua entre el clorénquima y el
parénquima, esto ocurre en periodos de 24 h; por esto la presion osmodtica en el
clorénquima oscila durante la noche, con la fijacion de CO, y acumulaciéon de acido
malico, y en el dia, con los cambios de los polimeros (Nobel, 2006); el potencial
osmoético de la hoja esta relacionado con la interaccién de la concentracion del acido
malico, de los solutos, del wa del tejido y del suelo, ademas de las variaciones en la
irradiacion y la temperatura (Nobel, 1984). Los resultados del presente estudio indican
que todos o algunos de estos parametros se modifican parcialmente a lo largo de la
hoja de la mayoria de las especies de Agave.

La pérdida de agua por los tejidos vegetales pueden influir en el metabolismo de
la planta por disminucidn del wa del tejido, de la turgencia, del ys, por incremento de la
concentracion de ciertos compuestos, alteracién de la organizacion y composicion del
plasmalema, tonoplasto y membranas de organulos (Sanchez-Dias y Aguirre olea,
2000). Nobel 2006 determin6 que Hylocereus undatus después de 6 semanas sin riego,
presentd decremento de la longitud y volumen celular e incrementé la concentracion
de los solutos. Schulte et al. (1989) demostraron que en el tallo de la suculenta
Ferocactus acanthodes el potencial de turgencia en el clorénquima dependié de la
presion osmotica y que la absorcion de agua del suelo fue solo ligeramente afectada
por cambios de la presion osmoética en el clorénquima. En esta suculenta, el
movimiento del agua desde el clorénquima al xilema y la redistribucion interna del agua
entre los tejidos del tallo se presentaron por los cambios nocturnos en la presion

osmoética del clorénquima, y no por la transpiracion.
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Figura 5.10 Efecto del riego (barras color azul) y su suspension por 1 aio y 8 meses
(barras color rojo) en el potencial osmaético promedio (-e.e) del clorénquima de las hojas
de Agave spp. Cada barra es el promedio de cinco secciones entre la base y el apice
foliar (n= 15, P<0.05).

Las plantas en la condicién de riego mostraron que el ys del clorénquima
disminuy6 un promedio de -0.33 MPa, (representando el 25 %) para las seis especies
de Agave en comparacién con el ys del parénquima, identificando que para las
especies A. angustifolia y A. cupreata presentd la menor (5 %) y mayor diferencia (30
%) entre el ys del clorénquima y parénquima (Figura 5.9 y Figura 5.7). Después de
ocho meses sin riego, A. lechuguilla, A. cupreata, A. aspérrima y A. americana
mostraron que el ys del clorénquima decrecié un promedio de -0.38 MPa (20 %) en
comparacion con el yg del parénquima. Sin embargo, para las especies A. angustifolia
y A. salmiana se determiné un aumento en el ys del clorénquima (promedio de -0.07
MPa) observandose el 4 % de diferencia con respecto al ys del parénquima (Figura 5.9
y Figura 5.7).

Las diferencias encontradas en el ys del parénquima y clorénquima de las seis
especies de Agave en la condicion de deficiencia de humedad en el suelo, se deben

principalmente a la redistribucién interna del agua que refleja diferencias en las
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propiedades celulares del tejido del parénquima ya que almacena agua, y del
clorénquima (Nobel, 2002).

Goldstein et al. (1991) demostraron que en O. ficus-indica los cambios del Wa
favorecieron el movimiento del agua del parénquima al clorénquima al final de la noche
y en direccidn opuesta durante la tarde. Por consiguiente; el movimiento del agua
puede ser bidireccional entre los dos tejidos. En el presente estudio se observd que en
la mayoria (cuatro) de las especies de Agave el ys del clorénquima fue menor que el
del parénquima y unicamente en dos especies el comportamiento fue opuesto, esto
puede estar relacionado con las modificaciones del ya foliar, la acumulacién de acido
malico y el intercambio de CO; (el incremento de CO, atmosférico, aumenta el grosor
del tejido del clorénquima) propios de cada especie (Nobel, 2010) dependientes de la

morfologia, anatomia y genética de cada una.

5.6 Conclusiones

La deficiencia de la humedad en el suelo promovio el incremento tanto de la firmeza de
la hoja, como del contenido de sdlidos solubles totales y la disminucién del potencial
osmotico de las hojas. Los cambios de las caracteristicas biofisico-fisioloégicas de las
hojas de Agave son parcialmente dependientes de la humedad del suelo y de la

especie.
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6. PERMEABILIDAD DE LAS MEMBRANAS CELULARES Y CONTENIDO DE
CLOROFILA DE HOJAS DE MAGUEY (Agave spp.) Y SU RELACION CON LA
ESPECIE Y HUMEDAD DEL SUELO

6.1 Resumen

Las plantas pueden responder y adaptarse al estrés hidrico, con alteraciéon de sus
funciones metabdlicas, mediante cambios en sus membranas celulares y en la cantidad
de pigmentos fotosintéticos asociados con la fotosintesis y la produccion de biomasa.
El objetivo de este estudio fue identificar diferencias y semejanzas de la permeabilidad
de las membranas celulares y del contenido de clorofila en las hojas de plantas de siete
especies de Agave de 2 afos de edad, cultivadas en condiciones de invernadero con
riego y su suspension durante 1 afio y 8 meses (30 y 3 % de humedad en el suelo). La
hipotesis planteada es que los cambios de la permeabilidad de las membranas
celulares y el contenido de pigmentos son dependientes de la especie y la humedad del
suelo. El experimento se establecio con un disefio completamente al azar con 14
tratamientos y nueve repeticiones por tratamiento. Las variables (con base en la
biomasa fresca) se sometieron a ANDEVA y comparaciones multiples de medias con la
prueba de Tukey (P<0.05). Independientemente de la condicion de riego A. striata
presentd la permeabilidad menor de las membranas celulares (15.56 y 33.51
uS cm™ 100 mg™'), mientras que A. lechuguilla y A. salmiana presentaron los valores
mayores (101 y 137.71 pS cm™ 100 mg™") con riego y con la suspensién de él,
respectivamente. En la condicion de riego el contenido de clorfila a fluctué entre 8.10 y
19.34 mg 100 mg™"' y la b entre 2.91 y 10.26 mg 100 mg™ en A. striata y A. lechuguilla.
La suspensiéon de riego incrementé el contenido de clorofila en seis especies, excepto
en A. cupreata; la clorofila a, vario entre 11.20 y 34.21 mg 100 mg™' en A. cupreata y A.
angustifolia, y la clorofila b fue menor en A. striata (5.98 mg 100 mg™) y mayor en A.
angustifolia (19.50 mg 100 mg™). Los resultados aportan evidencia de la estabilidad de
las membranas celulares y del contenido de clorofila de las plantas de maguey,
independientemente de la especie, que les permite permanecen vivas durante varios
meses en el suelo con restriccion hidrica.

Palabras clave: Agave, clorofila, permeabilidad de membrana, humedad del suelo
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CELL MEMBRANE PERMEABILITY AND CHLOROPHYLL CONTENT OF MAGUEY
LEAVES (Agave spp.) AND ITS RELATIONSHIP WITH THE SPECIES AND SOIL
MOISTURE

6.2 Abstract
Plants can respond and adapt to water stress by altering their metabolic functions
through changes in their cell membranes and the amount of photosynthetic pigments
associated with photosynthesis and biomass production. The objective of this study was
to identify differences and similarities in the permeability of cell membranes and the
chlorophyll content in leaves of plants from seven species of Agave from two years old,
these were grown in the greenhouse under irrigation and suspension for 1 year and 8
months (30 and 3% moisture in the soil). The hypothesis raised is that changes in the
permeability of cell membranes and the pigment content are dependent on the species
and soil moisture. The experiment was established in a completely randomized design
with 14 treatments and nine replicates. Variables (based on fresh biomass) were
subjected to ANOVA and multiple comparisons of means with the Tukey test (P < .05).
Regardless of the condition of irrigation A. striata showed lower permeability of cell
membranes (15.56 and 33.51 uS cm™ 100 mg™'), while A. Lechuguilla and A. salmiana
presented higher values (101 and 137.71 uS cm™ 100 mg™") with irrigation and with the
suspension of it, respectively. In irrigated condition the clorfila a content ranged from
8.10 to 19.34 mg 100 mg'1 and clorofila b content between 2.91 and 10.26 mg 100 mg™
at A. striata and A. Lechuguilla. Irrigation suspension increased chlorophyll content in
six species except A. cupreata, chlorophyll a, varied between 11.20 and 34.21 mg 100
mg™ in A. cupreata and A. angustifolia, and chlorophyll b was lower in A. striata (5.98
mg 100 mg™') and highest in A. angustifolia (19.50 mg 100 mg™'). The results provide
evidence of the stability of cell membranes and the chlorophyll content of maguey
plants, independently of the species, which allows them to remain alive for several

months in the soil with water restriction.

Keywords: Agave, chlorophyll, membrane permeability, soil moisture
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6.3 Introduccioén

El agua constituye el principal factor limitante del crecimiento de las plantas en la tierra
y actua como una fuerza selectiva de primer nivel para la evolucion y distribucién de las
especies vegetales (Moreno, 2009). Actualmente la falta de agua es una de las
mayores limitantes en la produccion y expansion de las areas agricolas, debido a los
cambios ambientales en el mundo y el incremento de la aridez de muchas regiones de
nuestro planeta. Por consiguiente, es importante conocer el efecto de la deficiencia de
humedad en los suelos sobre la morfologia, fisiologia y metabolismo de las plantas
(Farooq et al., 2009).

Las especies y cultivares difieren en su respuesta al estrés causado por el
ambiente. La naturaleza e intensidad de la respuesta puede variar considerablemente
dependiendo de la edad de la planta o del tejido, la estacién del afo, de la intensidad y
duracion del evento generador del estrés en la planta (Huang, 2006).

La tolerancia al déficit de agua depende de los mecanismos de adaptacion de
las plantas, es comun entre las especies; pero las respuestas varian entre y dentro de
ellas, debido a diferencias en los mecanismos de adaptaciéon y reaccién, ya sea
fenoldgicos, morfoldgicos, bioquimicos, fisioldgicos, o moleculares, y que generalmente
se combinan. Los ajustes que la planta hace para tolerar el estrés estan relacionados
con el contenido y pérdida relativa de agua, la fluorescencia y contenido de clorofilas, la
estabilidad de la membrana celular, entre otras caracteristicas (Almeselmani, 2012).

El estudio e identificacién de los cambios morfo-anatdmicos y fisiolégicos
ocasionados por el déficit de agua y su relacidén con la tolerancia o resistencia de las
plantas han permitido seleccionar o crear nuevas variedades de plantas con
productividad aceptable en condiciones de déficit hidrico (Jaleel et al., 2009).

Las membranas celulares son las estructuras reconocidas como sitios sensores
de diferentes factores abidticos que generan estrés en las plantas, como el exceso de
sales, la deficiencia de humedad, la contaminacion del aire, las temperaturas altas y
bajas, la acidez del suelo, la presencia de metales pesados (Bajii et al., 2001; Huang,

2006). La pérdida de la integridad de las membranas, causada por fluidez excesiva o
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peroxidacion lipidica puede incrementar la permeabilidad de la membrana y la muerte
celular durante el estrés. El incremento descontrolado de la permeabilidad de las
membranas incrementa la liberacion de solutos, como iones, azucares solubles y
aminoacidos, la que esta correlacionada positivamente con la severidad del dafo en las
membranas producido por el estrés (Huang, 2006; Sanchez-Urdaneta et al., 2003). La
cuantificacion de la conductividad eléctrica, basada en la medicion de la cantidad de
electrolitos liberados en el medio de resuspensién del tejido es utilizada para evaluar la
integridad y funcionalidad de las membranas celulares (Prasil y Zamec¢nik, 1998; Bajii
et al., 2001; Sanchez-Urdaneta et al., 2003 y 2004,).

Los efectos del estrés causados por la falta de agua también pueden disminuir la
fotosintesis y el crecimiento asociado con la alteracién en el metabolismo de carbono y
nitrogeno (Yordanov et al., 2003). La cuantificacién de los atributos fotosintéticos, como
el contenido de clorofila y los parametros de fluorescencia de estos pigmentos, pueden
estimar la influencia del estrés ambiental sobre el crecimiento y productividad de las
plantas, ya que se correlacionan con el intercambio de carbono. Asi, que estos
parametros pueden ser utilizados como indicadores para evaluar el balance
metabdlico/energético de la fotosintesis en las plantas con algun estrés (Rong-hua et
al., 2006). Los pigmentos fotosintéticos (clorofilas, carotenos y xantofilas) son los
responsables de la captura de la luz en las plantas verdes, su contenido cambia a
través de las estaciones del afo, disminuye con la edad de la hoja, siendo afectados
también por las condiciones de crecimiento, y su tasa de degradacion incrementa en
condiciones ambientales negativas para la planta. El contenido de clorofilas provee
informacion del estado fisiologico de las plantas (Zhang et al., 2007) y algunos
estudios, muestran que esta correlacionado positivamente con la capacidad
fotosintética y la tolerancia al estrés hidrico (Almeselmani 2012; Da Silva et al., 2004),
el contenido alto de clorofila en las hojas fue considerado una caracteristica favorable
para la produccion y la tolerancia al estrés hidrico en trigo, alfalfa y pasto (graminea)
(Ashraf et al., 1994; Blum 1998; Estill et al., 1991; Garcia, et al., 2005).

El género Agave se encuentra distribuido y bien adaptado a regiones aridas y
semiaridas por sus caracteristicas morfologicas vy fisiolégicas (Garcia-Mendoza, 2007).

Varias de las especies del género Agave son el producto de la domesticacion y se han
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cultivado con propésitos diversos, como la produccion de bebidas alcohdlicas
destiladas (mezcal y tequila), la extraccion de fibras, su uso en la medicina tradicional,
entre otros (Gentry, 1982; Garcia-Méndoza, 1998; Nobel et al., 2002; Borland et al.,
2009). Las plantas de Agave son perennes, suculentas, con raices duras fibrosas y
tallos gruesos muy cortos, presentan el metabolismo fotosintético de tipo acido
crasulaceo (MAC) y se caracterizan por su eficiencia alta en el uso del agua; estos
mecanismos les permiten sobrevivir en condiciones de déficit hidrico constante
(Moreno, 2009).

Debido a que aun se desconocen los procesos biofisicos y fisiolégicos que las
plantas realizan para enfrentar exitosamente el estrés producido por los ambientes
aridos y semiaridos. Existe interés por la investigacién de estas plantas para desarrollar

modelos para entender su resistencia al déficit hidrico.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la suspension del riego
en la permeabilidad de las membranas celulares y el contenido de clorofila a, b y total
de las hojas de plantas de siete especies de Agave de dos anos de edad. La hipodtesis
planteada fue que los cambios de la permeabilidad de la membrana celular y el
contenido de clorofila de las hojas de Agave son independientes de la humedad del

suelo y de la especie.
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6.4 Materiales y métodos

6.4.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se evaluaron siete especies de Agaves, clasificadas, de acuerdo con Gentry (1982),
en los subgéneros Littaea y Agave y en siete grupos taxonémicos (Cuadro 1, Anexo en
el Capitulo 6); el subgénero Littaea incluyd A. lechuguilla y A. striata, y el subgénero
Agave incluyd a A. americana, A. cupreata, A. lechuguilla, A. salmiana y A.
asperrima.

Las plantas fueron obtenidas de semillas y cultivadas en condiciones de
invernadero en el Colegio de Postgraduados, Montecillo, México (clima BS1kw(w)(e)g,
seco estepario, templado, verano calido y lluvioso; Garcia, 2004), en macetas con 12
kg de una mezcla de suelo agricola y grava de tezontle en proporcion 3:1, segun lo
descrito por Ramirez-Tobias et al. (2010).

Desde la siembra, hasta la emergencia de la segunda hoja lateral las plantas
fueron regadas una vez por semana, con agua suficiente para conservar el sustrato
hamedo. Luego se formaron dos grupos de plantas a uno se le proporcioné agua cada
tercer dia (riego frecuente) para mantener la humedad del sustrato cercana a
capacidad de campo, y al otro se le proporcion6é agua con frecuencia y cantidad
menores (riego restringido) durante 1 afo y 8 meses. El agua se suministré con un
sistema de riego localizado, semiautomatizado hasta cada maceta y programado para
aplicar el agua necesaria para cada tratamiento.

El potencial de agua (Wa) se midi6 en muestras de suelo en camaras
psicrométricas (Wescor C-52, Inc, Utha, EE.UU.) conectadas a un microvoltimetro
(Wescor HR-33T, Inc, Utha, EE.UU.), operado en el modo de punto de rocio. El Wx
(promedio % el error estandar) fue -0.7 £ 0.07 MPa en los tratamientos con riego
frecuente y de -3.5+0.41 MPa en los tratamientos con riego restringido en los primeros
6 meses, después disminuyé a valores menores de -5 MPa, segun lo sefalado por
Ramirez-Tobias et al. (2013). En ese momento, a estos tratamientos (con riego

restringido) se les suspendié el riego totalmente. Para este estudio, el sustrato fue
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analizado en el laboratorio de Fisica de Suelos del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillos. Las constantes de humedad del substrato fueron la capacidad de campo
(CC) 30 % y el punto de marchitamiento permanente (PMP) 12.6 %; su pH fue 7.6, su
conductividad eléctrica 6.4 dS m™, y las concentraciones de N, P y K fueron 0.27 %,

198 mg kg™ y 3.02 cmol kg™’ respectivamente.

Determinaciéon de la humedad del suelo

Debido a la imprecision de las camaras psicométricas para evaluar WA menores que -5
MPa, la humedad del suelo de las unidades experimentales se determinaron en la zona
radical de las plantas al momento de las evaluaciones en las plantas. Se evaluaron 15
muestras, de 1 g de suelo, por tratamiento, seleccionadas al azar entre las unidades
experimentales. Las muestras fueron deshidratadas a temperatura constante (105°C
durante 24 horas) en un horno de secado hasta alcanzar peso constante. Los datos
fueron expresados como porcentaje del contenido de agua del suelo con la siguiente

ecuacion:

w=Mag = Msh—Mss = (Msh ) 100
Ms Mss Mss

Dode w = contenido de humedad (%)
Mag = masa del agua

Ms = masa de los solidos

Msh = masa del suelo humedo

Mss = masa del suelo secado en estufa
Determinacion de la permeabilidad de las membranas celulares

La permeabilidad de las membranas celulares se cuantific6 en las hojas,
indirectamente mediante la liberacion de electrolitos de segmentos frescos y
congelados al medio acuoso en el que se suspendieron (Prasil and Zamecnik, 1998).
Cinco segmentos de 1.5 cm de diametro se obtuvieron con un sacabocado de la base
al apice de las hojas y los resultados fueron el promedio de los segmentos de cada

hoja. Las muestras se pesaron en una balanza analitica (Scientech, EE.UU., precision
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de 0.0001 g) se colocaron individualmente en cajas Petri con 25 mL de agua
desionizada, que se mantuvieron con agitacion ligera y constante en un agitador orbital
(VSOS-4P Lab Plus Series PRO), a temperatura del laboratorio (25 £+ 2 °C). Las
lecturas de la conductividad eléctrica se obtuvieron con un conductimetro (Horiba B-
173, Kyoto Japon) cada 30 min durante 3 h, en 100 puL del medio y los valores fueron
ajustados a 1g de tejido. Otro grupo de muestras se congeld y se midid la
conductividad eléctrica de los electrolitos liberados igual que en las muestras frescas.

La permeabilidad relativa de las membranas celulares en porcentaje, fue
estimada con los cambios de la conductividad eléctrica generada por los segmentos de
tejido fresco (C.E.) y por el tejido muerto por congelacion (Cn), con la siguiente
igualdad (Huang, 2006):

Permeabilidad relativa de las membranas celulares (%) = (C.E. / C) x 100

Contenido de clorofila a, b y total

El contenido de clorofila se determind en cinco secciones equidistantes de la base al
apice de la hoja. Tres muestras de cada seccién foliar de 1 cm? se tomaron con un
sacabocados, se colocaron en frascos de vidrio con 5 mL de N,N-dimetilformamida
(DMF) y se mantuvieron protegiendo la muestra de la luz a -4 °C durante 48 h. La
concentracion de clorofilas en el extracto fue calculada segun la metodologia descrita
por Inskeep y Bloom (1985), con las lecturas de absorbancia a 647 y 664.5 nm en un
espectrofotometro (Perkin-ElImer Lambda UV/VIS), y N,N-dimetilformamida como
blanco.

Las ecuaciones para el calculo de las concentraciones son:

Clorofila a (mg L") = 12.70 (Aesss) - 2.79 (Aes7)

Clorofila b (mg L") = 20.70 (Ass7) — 4.62 (Assa.s)

Clorofila total (mg L'1) =17.90 (Ass7) + 8.08 (Ass4.5)

Dondé A: es la absorbancia a la longitud de onda indicada en el subindice. La
concentracion de clorofila se expresé en mg de clorofila por cada 100 mg de tejido

foliar fresco.
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6.4.2 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizdé un disefio experimental completamente al azar con nueve repeticiones. La
unidad experimental estuvo representada por una maceta (con tres plantas, salvo
alguna excepcion con una o dos plantas). Se evaluaron 14 tratamientos que resultaron
de la combinacion de las siete especies de Agave y las dos condiciones de humedad
del suelo de (3 y 30 % de humedad). Las variables respuesta fueron la conductividad
eléctrica del medio (permeabilidad de las membranas celulares) y el contenido de
clorofilas. Con los datos se realizo6 ANDEVA y comparaciones multiples de medias con
la prueba de Tukey (P<0.05). El analisis se realizé con el paquete estadistico SAS V9;
la representacion se realizé con el programa Sigma Plot de Jandel Scientific (Versién
10.0).

6.5 Resultados y discusién

6.5.1 Permeabilidad de las membranas celulares

La Conductividad eléctrica generada por el tejido fresco incrementé con el tiempo de
permanencia en el medio, con tasas diferentes entre las siete especies y en general,
independientemente de la condicion de riego de las plantas. Todos los tratamientos
presentaron, liberacién de electrolitos acelerada, durante los primeros 30 min y la caida
de la tasa de liberacion entre los 30 y 180 min (Figura 6.1 y 6.2). Cambios de la
conductividad eléctrica (C.E.) del medio similares a los obtenidos con los tejidos foliares
de maguey, con riego y con restriccion de humedad, se obtuvieron con nopalitos de
cinco cultivares de Opuntia ficus-indica cultivados en invernadero, también con riego
semanal y con su suspension durante 6 meses, pero con valores de C.E. mayores
(Garcia, et al., 2008).

Entre las especies del subgénero Littaea, A. lechuguilla incrementé la C.E. del medio
hasta tres y siete veces en comparacion con A. striata, en la condicidén de restriccion de
humedad vy riego respectivamente, durante los 180 min de la evaluacion (tiempo en el
que la C.E. del medio se habia estabilizado) (Figura 6.1). En promedio, A. striata

incrementd hasta 54 % la C.E. en la condicion de suspension de riego, respecto al
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riego continuo después de los 180 min; en contraste, A. lechuguilla generé C.E. similar
en ambas condiciones de humedad, en el mismo tiempo (Figura 6.1). En las cinco
especies del subgénero Agave, incrementaron significativamente la C.E. del medio en
el tiempo en riego y restriccion de humedad (Figura 6.2).

Entre las especies del subgénero Agave destaco A. salmiana porque la C.E.
maxima del tejido foliar de las plantas con riego se alcanz6 desde los 30 min y en los
siguientes 150 min los cambios no fueron significativos. En contraste las otras cuatro
especies de este subgénero si incrementaron su C.E., después de los 30 min, y la
salida de electrolitos parece haberse estabilizado a partir de los 150 min (Figura 6.2).

En el subgénero Agave el incremento de la C.E. en los tejidos foliares de las
plantas en condiciones de humedad restringida fue menor (entre 60 y 80 uS cm™ g™
tejido fresco) en A. americana y A. angustifolia, en comparacion con A. aspérrima, A.
cupreata y A. salmiana (entre 100 y 140 uS g™ tejido fresco) en la misma condicion de
humedad (Figura 6.2).

La estabilidad de las membranas es utilizada frecuentemente como un criterio para
evaluar la tolerancia de las plantas a la sequia, ya que el estrés hidrico causado por la
pérdida de agua de los tejidos vegetales afecta su estructura, composicion y funcion
(Baijii et al., 2001) y la salida de cantidades mayores de electrolitos generalmente
incrementa la C.E. del medio acuoso en el que se mantiene el tejido de prueba; sin
embargo, esto depende del tipo y cantidad de electrolitos liberados (Prasil and
Zamecnik, 1998). Los resultados de los tejidos foliares de las plantas con riego
indicaron que hay diferencias significativas en la funcionalidad de las membranas entre
las especies de Agave y su capacidad para regular la salida de electrolitos también
podria diferir entre ellas.

Estos resultados, junto con los de los tejidos de las plantas sin riego, también pueden
indicar que la composicion intercelular es diferente entre las especies de Agave, y
debido a esto el tipo y la concentracion de los electrolitos liberados son diferentes entre
ellas. Diferencias entre la cantidad de electrolitos liberados al medio acuoso por las
raices de plantulas de frijoles silvestres y domesticados mantenidas durante 24 h en
vermiculita hidratada (-0.03 MPa) y parcialmente hidratada (-0.65, -1.45 y -2.35 MPa)

fueron documentas por Sanchez-Urdaneta et al. (2003).
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Figura 6.1 Cambios de la conductividad eléctrica del medio de acuoso (+ e.e.) en el
tiempo de permanencia de segmentos de hojas de plantas de 2 anos de edad,
de Agave spp., del subgénero Littaea, con riego semanal (®) o su suspension

por 1 afio y 8 meses (4A), cultivadas en condiciones de invernadero (n=9).
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Subgénero Agave
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Figura 6.2 Cambios de la conductividad eléctrica del medio acuoso (+ e.e.) en el tiempo de permanencia de segmentos
de hojas de plantas de 2 afos de edad, de Agave spp., del subgénero Agave, con riego semanal (®) o su suspension por

1 afio y 8 meses ( A), cultivadas en condiciones de invernadero (n=9).
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Estos investigadores senalaron que los W5 menores que -0.03 MPa, condiciones
consideradas con déficit de humedad, incrementaron la liberacién de K* en los frijoles
silvestres y domesticados; asi, el substrato con menor W generd incrementos 2,5
veces mayores en la liberacion de K* en las tres variantes.

Las alteraciones por el estrés hidrico en las membranas celulares pueden estar
asociadas con cambios en la estructura fisica o composicion quimicas de los lipidos
(contenido, composicion, saturacién y fluidez) y las proteinas (Huang, 2006).

Independientemente de la cantidad y tipo de electrolitos liberados al medio, la
C.E. generada por los tejidos foliares, o alteraciones en las membranas celulares es
posible asegurar que las plantas de las siete especies de Agave, en las condiciones de
este estudio, toleraron la humedad restringida en el substrato (Wa < -5 MPa) durante
poco mas de 1 afio y 8 meses sin hidratacion del suelo, y permanecieron vivas, pues
después de ese tiempo se reactivd el riego y las plantas continuaron su crecimiento
(resultados no mostrados). El efecto parcial de la humedad restringida en el crecimiento
de las plantas de las mismas especies evaluadas en este estudio fue documentado por
Ramirez-Tobias et al. (2013).

Las reacciones de las plantas de Agave a la restriccion prolongada de humedad
son posibles en las plantas xerdfitas, adaptadas a las zonas aridas y semiaridas en
condiciones climaticas desfavorables para numerosas especies. Las plantas como los
magueyes se caracterizan por mantener en el tejido de las hojas W, altos, aun en
condiciones de estrés hidrico, aunque disminuyen casi completamente la asimilacién de
CO; (Osmond et al., 1980).

La permeabilidad relativa (%) de las membranas, la que controla la salida de
electrolitos y otras moléculas, desde las regiones subcelulares hasta el medio acuoso
gue rodeaba a los tejidos foliares en las evaluaciones, mostré que existen diferencias
significativas en la funcionalidad de las membranas celulares entre los subgéneros, las
especies y su reaccion a la restriccion prolongada de humedad (Figura 6.3).

Con riego A. lechuguilla presentd la permeabilidad relativa mayor de ambos
subgéneros. La diferencia mayor se observo entre las especies del subgénero Littaea.
A. striata presentd la mitad de la permeabilidad relativa de la membrana en

comparacion con A. lechuguilla y fue una de las especies con membranas mas
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estables, en esa condicion, entre las siete especies En el subgénero Agave, en la
condicion con riego, la permeabilidad de la membrana fue significativamente similar en
A. americana, A. salmiana, A. angustifolia y A. cupreata, y fue menor (P<0.05) que en
A. aspérrima (Figura 6.3).

Con la suspension del riego la permeabilidad relativa de las membranas tendid a
incrementar en A. lechuguilla, A. americana, A. angustifolia y A. aspérrima, pero el
incremento no fue significativo respecto a la condiciéon con riego. En contrate, en A.
striata, A. salmiana y A. cupreata el incremento significativo, fue entre 50 % y mas del
doble, (Figura 6.3).

Subgénero Littaca Subgénero Agave

60 -

40 A

20 A

Permeabilidad relativa
de las membranas celulares (%)

Especies

Figura 6.3 Efecto del riego (barras color azul) y su suspensién por 1 afo y 8 meses
(barras color rojo) en la permeabilidad relativa de la membranas celulares
(+e.e.) de hojas de plantas de Agave spp. Cada barra es el promedio de la
relacion: conductividad eléctrica del medio acuoso de cinco secciones de las

hojas frescas, después de 3 h, sobre la conductividad generada por el tejido

muerto, por congelacién, multiplicada por 100 (n=15).
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Estos resultados indican que la permeabilidad de las membranas celulares de
los tejidos foliares de las plantas jovenes de Agave spp., cuando disponen de agua
durante el crecimiento, es similar entre la mayoria de las especies, pues en 71 % de
ellas no hubo diferencia significativa. Ademas, en las plantas evaluadas con restriccion
hidrica, el 57 % de estas no modificaron significativamente la permeabilidad de sus
membranas celulares.

En diferentes tejidos de plantas anuales, como raices de maiz (Tsougkrianis et al.,
2007), hojas de trigo, cebada (Geravandi et al., 2011; Amooaghaie, 2011) y semillas de
soya (Kocheva et al., 2004) se han evaluado las alteraciones en las membranas
celulares provocadas por el Wa del sustrato. Los resultados indican que las plantas
sensibles a la sequia presentan control menor de la liberacion de electrolitos celulares
en comparacion con las tolerantes a la sequia. Asi, la disminucién relativa de la
funcionalidad de las membranas celulares de A. striata, A. cupreata y A. salmiana
puede ser evidencia de que estas especies son menos tolerantes a la sequia
prolongada en comparacion con A. americana, A. lechuguilla, A. angustifolia y A.
asperrima. Las diferencias de tolerancia a la sequia entre las especies incluyen
mecanismos de adaptacion fenoldgicos, morfoldgicos, bioquimicos, fisioldgicos vy
moleculares (Chaves et al.,, 2002; Almeselmani, 2012). La membrana plasmatica es
generalmente protegida del dafo por desecacion por la presencia de solutos
compatibles, como azucares y aminoacidos. Asi, existe una relacién entre el ajuste
osmotico y el grado de proteccion de la membrana en relacion con el efecto de la

deshidratacion (Gholamin y Khayatnezhad, 2010).

6.5.2 Contenido de clorofila

El contenido de clorofila (a, by el total) incrementé a lo largo de las hojas, de la base al
apice, en las plantas de ambos subgéneros y en ambas condiciones con y sin
suministro hidrico, excepto en A. striata y A. cupreata, en la clorofila b (Figura 6.4 y
6.5).

Con riego el incremento (P<0.05) del contenido de clorofila de la base al apice

fue variable e independiente de la longitud de la hoja. En general, aunque los
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incrementos fueron significativos, representaron porcentajes pequenos. El incremento
en A. lechuguilla, con hojas de longitud promedio de 30 cm, parecié atipico respecto a
las demas especies, pues el contenido de clorofila a y b en la base fue uno de los mas
altos (10.2 y 5.7 mg de clorofila en 100 mg™ tejido fresco) y en el apice el contenido
(26.8 y 13.6 mg 100 mg™" tejido fresco) representd en promedio casi el triple que en su
base. Tendencias similares a las anteriores se observaron en los contenidos de clorofila
total, ya que representa la suma de las clorofilas a y b (Figura 6.4).

En contraste A. striata, con hojas menores a 20 cm, también del subgénero
Littaea, el contenido de clorofila a y b no cambio (P>0.05) a lo largo de sus hojas y los
valores fueron menores en la base (con 5.4 y 2.5 mg de clorofila a y b en 100 mg™
tejido fresco) y en el apice (con 8.7 y 2.8 mg de clorofila ay b en 100 mg™ tejido fresco)
en comparacién con A lechuguilla (Figura 6.4).

En las especies del subgénero Agave sin restriccion de humedad, los contenidos
de clorofila total, por tanto los de las clorofilas a y b, en la base de las hojas fueron de
7.5 mg de clorofila 100 mg™ tejido fresco en promedio. Los incrementos (P<0.05) hacia
el apice fueron variables entre las especies, entre los valores mayores estan los de la
clorofila total (25.81 y 27.85 mg 100 mg™ tejido fresco) para A. angustifolia y A.
salmiana con longitud foliar de 52 y 27 cm respectivamente y los valores respectivos de
clorofila a y b, en el apice de A. aspérrima (23.9 mg 100 mg™ tejido fresco), con hojas
relativamente cortas (24 cm) y en A. cupreata y A. americana (19 y 20.7 mg 100 mg™

tejido fresco) con longitudes de hoja de 28 y 39 cm respectivamente (Figura 6.5).
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Figura 6.4. Contenido de clorofila (+e.e.) de la base al apice de las hojas de plantas de
Agave spp. de 2 afios de edad, con riego semanal o restringido durante 1 afio y

ocho meses, en condiciones de invernadero. Clorofila a (H, O), b (A, A) y total
(®, O) (n=3).
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Subgénero Agave

Riego ‘ ‘ Suspension de riego
75 — [A. americana‘var. marginata |

60
45
30 — o
15 g5 & = g a8 a &
0

75 - [ A.asperrima |

60 —
45
30 !

RS = GaEes

75 A. cupreata
60 -
45
30

1'(5) . ﬁﬁ;’i ’5/2#8:8/

75 - [ A. angustifolia ssp. tequilana |

60* //

45

30

R

75 A. salmiana

60 -

45 /

30 S
15 ié ;
0 T T T T T T [

T
0 10 20 30 40 50 O 10 20 30 40 50
Longitud de la hoja (cm)

—

Clorofila (mg 100 mg'1 peso fresco)

Figura 6.5. Contenido de clorofila (+e.e.) de la base al apice de las hojas de plantas de
Agave spp. de 2 afos de edad, con riego semanal o restringido durante 1 afio y
8 meses, en condiciones de invernadero. Clorofila a (l, O), b (A, A) y total (@,
O) (n=3).
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Con la restriccion de humedad se mantuvo el incremento del contenido de
clorofila de la base al apice de las hojas en la mayoria de las especies de ambos
subgéneros, las excepciones fueron A. striata y la clorofila b en A. cupreata, similar a lo
sucedido en el caso de las plantas con riego. Los incrementos fueron diferentes entre
las especies, entre los tipos de clorofilas y contrastaron con los de las plantas con
riego. La restriccion de humedad disminuy6 el crecimiento longitudinal de las hojas en
proporciones variables, entre 1.2 y 14 cm en A. asperrima y A. angustifolia; por lo que,
en parte las diferencias en el incremento de la clorofila a lo largo de la hoja pudo haber
sido consecuencia de los cambios en el crecimiento foliar (Figuras 6.4 y 6.5).

El incremento del contenido de clorofila (a, b y total) a lo largo de las hojas
observadas en este estudio, concuerda con los resultados de Ruiz et al. (2007) en
plantas jévenes, de seis meses de edad de A. salmiana, mantenidas con riego y con
restriccion de humedad, asi el apice presento el doble de clorofila que la base foliar y
en el tercer periodo sin riego incremento la clorofila a y b. En el estudio realizado por
Casierra et al. (2012), estos autores encontraron que en plantas de caléndula, el
promedio de clorofila total en las hojas de la parte baja del dosel fue menor que el de
las hojas de la parte alta de la planta, con mayor iluminacion. La intensidad de la luz
tiene una marcada influencia sobre la sintesis y la destruccion de la clorofila. Por tanto,
pueden existir variaciones en la incidencia de la intensidad de la luz entre la base y la
parte superior de la hoja de una misma planta, debido a sus caracteristicas anatomicas
ya que posiblemente el apice foliar recibe una mayor irradiacion que la base foliar
pudiendo afectar el contenido de clorofila.

Con la finalidad de conocer el efecto del riego y de la restriccion de humedad en
el contenido de clorofila de las especies de Agave, se obtuvieron los promedios del
contenido de clorofila de las cinco secciones de las hojas; los promedios de las plantas
con riego se compararon con los de las plantas mantenidas con restriccion de humedad
(Figura 6.6 A). Con riego el contenido de clorofila contrasté ampliamente en las
especies del subgénero Littaea. Asi, A. striata tuvo menos del doble de clorofila que A.
lechuguilla; ademas, estas especies fueron las que presentaron el contenido menor y

mayor de clorofila entre las siete especies evaluadas con riego. Las especies del
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subgénero Agave tuvieron contenidos de clorofila similares entre si o con diferencias
pequenas (Figura 6.6 A).

Con deficiencia de humedad las diferencias (P<0.05) de los contenidos de
clorofila (a, b y total) entre las especies del subgénero Littaea se potenciaron, respecto
a la condicion con riego, ya que, aunque el contenido de clorofila incrementd en ambas
especies A. lechuguilla acumulé mas del doble que A. striata (Figura 6.6 B).

Las especies del subgénero Agave también incrementaron el contenido de
clorofila con la restriccion de humedad, en comparacién con la condicién de riego. Los
incrementos fueron diferentes entre las especies, la que tuvo incrementos menores fue
A. cupreata (alrededor de 10%) y contrastdé con las otras del mismo subgénero. Las
especies que tuvieron incrementos mayores del contenido de clorofila por efecto de la
restriccion de humedad fueron A. salmiana y A. angustifolia, pues casi triplicaron el
contenido de clorofila (Figura 6.6 B).

Los efectos de la restriccion de humedad y de otros factores que generan estrés
en las plantas también son evidenciados con los cambios en el indice clorofila a/b y
carotenoides (Anjum et al., 2003 y Farooq et al., 2009). En el presente estudio, las
plantas de Agave spp. con riego, el indice de clorofila a/b fue menor para A.cupreata
(1.8), y el mayor fue para A. striata (2.8). Con la restriccién de humedad los valores del
indice disminuyeron en la mayoria de las especies, con excepcion de A. salmiana, y el
minimo y maximo cambid entre las especies; en esta condicion A. aspérrima tuvo 1.6 y
A. striata 2.1. Estos resultados indican que el incremento de clorofila en Agave spp.
debido al déficit de humedad es desigual entre los dos tipos de clorofila y que el
aumento es mayor en la clorofila a.

El reajuste en la proporcidn de los contenidos de los dos pigmentos, de acuerdo
al nivel de estrés, se puede entender como una respuesta tipica de plasticidad
fotosintética, se explica por la activacion de los pigmentos accesorios cuando el
funcionamiento de los pigmentos activos se ve disminuido, de tal forma que la
combinacion de ambos facilita la captacion de luz y la capacidad fotosintética de la
planta en condiciones de estrés (Cambréon-Sandoval et al., 2011).

También podria indicar que la falta de humedad en el suelo pudo haber afectado

el tamano de la antena que cosecha la luz de las plantas de estas especies y presentan
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una capacidad disminuida para la utilizacién de la energia solar en la fotosintesis
(Flexas y Medrano, 2002).

Subgénero Littaea Subgénero Agave

60 A

40 -

30 -

10 +

50 -

Clorofila (mg 100 mg'1 peso fresco)
o

30 A

20 A

Especies
Figura 6.6 Contenido de clorofila total (+ e.e; barras color verde), clorofila a (barras
color azul) y clorofila b (barras color rojo) en hojas de plantas de Agave spp. de 2
afos de edad, con riego semanal (A) y su suspension durante 1 afio y 8 meses
(B), en condiciones de invernadero. Cada barra es el promedio de cinco
secciones a lo largo de la hoja (n=15).
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Las respuestas de las plantas de Agave spp. a la restriccion de humedad en el
suelo, posiblemente se relacionan con modificaciones morfolégicas y bioquimicas de
las hojas de cada especie. Las plantas de Agave se caracterizan por poseer hojas
suculentas, con forma, longitud, grosor y color diferente, dependientes de la especie y
de la edad de la planta (Gentry, 1982; Garcia-Mendoza, 2007). Las caracteristicas
anatomicas contrastantes, pueden presentarse en hojas de la misma planta que son
expuestas a regimenes de luz diferentes; esto indica que una misma hoja puede
presentar diferencias morfoanatdmicas por sus adaptaciones a microambientes
diferentes (Taiz y Ziger, 2010). Ademas, la orientacién de la hoja modula la absorcion
de la luz y son expuestas a diferentes espectros y cantidades de luz, dependiendo de
su ubicacion en la planta, lo que repercute en la concentracion de pigmentos
fotosintéticos. Asi, algunos ambientes, como los de los desiertos con “exceso” de luz
pueden dafar las hojas, aunque tengan caracteristicas anatomicas que les permite
reducir 40 % la absorcién de la luz, como presencia de espinas, glandulas de sal y
ceras epicuticulares; ademas, la orientacion y ubicacién de los cloroplastos puede
reducir la cantidad de luz absorbida por la hoja en 15 % (Taiz y Zeiger, 2010).

Campos (2012) indic6 que plantas jévenes de A. salmiana presentaron
incremento del contenido de clorofila b en el dia 45 sin riego, y la proporcién de clorofila
a/b present6 decrementos en comparacion con el testigo a los 45 y 114 d de estrés sin
riego. Sestak y Vaclavick (1965) sefalaron que el contenido de clorofila puede
incrementarse con el déficit hidrico; también, otros autores observaron efectos similares
en plantas de cebolla, cartamo, trigo y sésamo (Beeflink, et al., 1985; Salehi, et al.,
2002; Movahhedy, et al., 2004; Mensha, et al., 2006). El aumento de clorofila esta
asociado con el incremento significativo de carotenoides (pigmentos accesorios), los
que absorben la energia de la luz y la transfirieren a la clorofila, con lo que protegen al
aparato fotosintético de los dafios por la fotoinhibicion (Smirnoff, 1989; Munné-Bosch y
Alegre, 2000; Jaleel et al., 2009; Acar et al., 2001).
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6.6 Conclusiones

La supervivencia y crecimiento de las plantas de Agave spp. expuestas a
humedad limitada depende de su capacidad para desarrollar mecanismos de
adaptacion y tolerancia a factores que generan estrés. El déficit de humedad
prolongado en plantas jovenes de maguey altera o genera ajustes en la estabilidad,
integridad y funcionalidad de las membranas celulares que les permite sobrevivir a esa
condicion durante 1 afio y 8 meses. Otros ajustes suceden en los procesos
relacionados con la sintesis, degradacion y tasas de renovacién de los pigmentos
fotosintéticos, que les permiten a estas especies continuar realizando la fotosintesis y

mantener el crecimiento.
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7. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

La domesticaciéon de plantas es un proceso resultante de la combinacion de la
evolucion natural y la seleccion empirica practicada por los humanos, mediante el cual
se derivan los cultivos domesticados a partir de sus progenitores silvestres. En general,
se entiende que la domesticacion de las plantas es un proceso dinamico y en curso
(Gepts, 2004). Asi, en las especies de Opuntia se ha logrado identificar con base en
sus caracteristicas morfologicas un gradiente de domesticacion (Reyes-Agulero et al.,
2005), que probablemente también, son el resultado de la expresion de sus
caracteristicas biofisicas, quimicas y fisiolégicas y que podrian explicar los patrones de
diversidad intraespecifica y diferenciar los acervos genéticos.

Los resultados de la presente investigacion (Capitulo 2) indican que los
nopalitos de ocho variantes pertenecientes a cinco especies de Opuntia, cultivados con
riego, presentaron diferencias significativas (p < 0.05) en las caracteristicas biofisicas y
quimicas, pero soélo algunas cambiaron como la firmeza, potencial osmoético,
conductividad eléctrica de tejido fresco y permeabilidad relativa de las membranas
celulares, siguiendo el gradiente de domesticacion (Figuras 2.3, 2.9, 2.12,y 2.14).

El incremento de la firmeza y permeabilidad de las membranas celulares, siguid
el gradiente de domesticacion. Las diferencias de la firmeza parecen estar relacionados
con los de la suculencia de los vegetales (depende del agua del tejido), del arreglo de
las fibras asociado con los haces vasculares (Lopez-Palacios et al., 2010), y del grosor
de la cuticula (Betancourt-Dominguez et al. 2006), sin embargo, Lopez-Palacios et al.
(2010) indicaron que esta caracteristica parece depender mas de la lignificacion
hipodérmica de la pared celular y de la cadena de drusas, que de las caracteristicas de
la cuticula y la epidermis. La firmeza mayor de los nopalitos de O. ficus-indica podria
estar relacionada con la calidad durante la poscosecha, pues los nopales cosechados
son apilados en cestas o contenedores para ser transportados a los mercados
(Cantwell et al., 1992). EI mantenimiento de la permeabilidad menor de las membranas
celulares de la especie silvestre, es interpretada como una estabilidad mayor de esas
estructuras y quiza como un caracter que les permite mayor tolerancia a los ambientes

extremos de su habitat, en comparacion con las especies domesticadas. Resulta

172



sobresaliente que estas diferencias hayan sido detectadas y fueran evidentes en los
nopalitos de las plantas con riego, pues no es una condicion comun para las especies
silvestres. En contraste con las caracteristicas biofisicas, el ¥s disminuyé con el
gradiente de domesticacion. Las diferencias de este Ws se relacionan con las de los
iones, pues un Ws elevado corresponde con concentraciones idnicas bajas del tejido y
se relaciona con los mecanismos de absorcién y translocacién eficientes de agua y con
la acumulacién mayor de biomasa seca (Molinos et al., 2004). Las caracteristicas
fisiolégicas anteriormente mencionadas son innatas de cada especie, los resultados
del estudio confirman la capacidad diferente de los nopalitos en crecimiento de las
especies evaluadas para absorber la humedad del suelo. Esto puede suceder mediante
la optimizacion de los procesos de absorcion de agua, de eficiencia en su uso, o
ambos mecanismos.

El analisis de componentes principales (CP) mostr6 que la principal
caracteristica que definié a los CP1 y al CP2 fue la permeabilidad de las membranas
celulares y el contenido de sélidos solubles totales. Ya que estos dos CP permitieron la
separacion de O. streptacantha y O. ficus-indica como entidades independientes, se
concluyd que esas caracteristicas biofisico-fisiolégicas son igualmente utiles que las
caracteristicas morfologicas, evaluadas por Reyes-Agulero et al. (2005) para separar las
especies silvestres de las domesticadas. Pero, no son adecuadas para separar las
especies con grado intermedio de domesticacion (Cuadro 1, Figura 2.15).

Estos resultados confirman que con la domesticacion del género Opuntia
algunas modificaciones biofisico-fisiologicas ocurren, ademas de las morfoldgicas.
Otros autores han sefalado que en los nopalitos los cambios debidos a la
domesticacion se presentan como incremento del tamafno, modificaciones del sabor, la
forma, el color, la textura, la cantidad y calidad de mucilago, disminucion de pectinas y
hemicelulosas, pérdida de sustancias toxicas y/o amargas, pérdida de los medios
naturales de dispersion y de la germinacién por estratos, cambios en la duracién del
ciclo de vida e incremento del rendimiento (Lopez-Palacios et al.,, 2012; Pickersqill,
2007; Schwanits, 1966). Todas o algunas de estas caracteristicas permiten diferenciar

a las especies en gradientes de domesticacién desde el punto de vista evolutivo,
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asociados a cambios en adaptacién, mutaciones, hibridacion, seleccion y otros
procesos genéticos (Rosenthal y Dirzo, 1997).

Resultados similares, con contrastes incrementados, se obtuvieron en los
nopalitos de las mismas especies de Opuntia, de plantas mantenidas con 60 d sin riego
(Capitulo 3). Ademas de la firmeza y permeabilidad de las membranas celulares, en
esta seccion del estudio se observé que la acidez, los SST (acumulados a las 5:00 h)
y el potencial de turgencia incrementaron con el nivel de domesticacion; ademas, el Wa
y W¥s disminuyeron con el gradiente de domesticacion. Los resultados presentaron
diferencias significativas (p < 0.05) entre las especies de los extremos del gradiente de
domesticacion y en algunas variables entre las demas especies del gradiente. Los
resultados de esta seccién del estudio permitieron confirmar el incremento de las
caracteristicas biofisico-fisiolégicas de los nopalitos que parecen haberse modificado
con la domesticacion y que las diferencias entre las especies del gradiente de
domesticacion se magnifican cuando las plantas se mantienen con humedad
restringida.

La humedad restringida incrementé la firmeza de los nopalitos el contenido de
SST, en consecuencia la acumulacion de solutos contribuy6 al ajuste osmoético, como
un mecanismo de tolerancia a la sequia que apoya el mantenimiento del contenido de
agua en las células y tejidos y del turgor celular. Ademas, el incremento de los solutos
intracelulares permitié que el Ws celular disminuyera y se mantuviera la absorcion de
agua Yy la presion de turgencia celular, lo que podria contribuir a sostener los procesos
fisiologicos, como la apertura de estomas, la fotosintesis y el crecimiento (Serraj y
Sinclair, 2002).

El Ws y el Wa de los nopalitos disminuyeron en el gradiente de domesticacion.
Estas respuestas fisiolégicas a la disponibilidad hidrica muestran si las plantas logran
el equilibrio necesario para llevar a cabo los procesos fisioldgicos que les permiten
sobrevivir a la restriccion de humedad y los costos asociados con esta capacidad (Taiz
y Zeiger, 2010).

Los valores altos del Wt de las especies silvestres O. streptacantha y O.

hyptiacantha y de la especie domesticada O. albicarpa (valor atipico para esta especie)
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(Figura 3.8) podrian indicar que estas especies estan mas adaptadas a subsistir en
zonas propensas a las sequias en comparacion con O. ficus-indica y O. megacantha.

La presion de turgor positiva juega un papel importante en el crecimiento celular,
incrementa la rigidez mecanica de las células y tejidos y la abertura estomatal (Kramer,
1983; Taiz y Zeiger, 2010). Al contrario, el decremento del turgor inhibe el crecimiento y
del cierre de los estomas, disminuye el espacio intercelular y cambia las propiedades
de las membranas (Nonami, 1989).

Las diferencias de la permeabilidad de las membranas celulares entre las cinco
especies, fueron mayores entre la silvestre O. hyptiacantha a la domesticada O. ficus-
indica (Figura 3.13) ademas de relacionarse con diferencias en la tolerancia a los
ambientes aridos y semiaridos propios del género al que pertenecen, mostraron
indirectamente que existen diferencias en la composicion celular (electrolitos) de los
nopalitos de las especies silvestres y domesticadas.

El ritmo de fijacion de CO, de los nopalitos, durante el dia y la noche,
expresado como contenido de acido malico, tuvo la misma tendencia en nueve
variantes de tres especies de Opuntia (Figuras 3.9). Esa tendencia es tipica de las
plantas MAC (Corrales et al., 2004; Hernandez-Gonzalez y Briones, 2007; Rodriguez y
Cantwell, 1988, Luttge, 2002).

La especie O. streptacantha acumulé menos acido malico en el ciclo de 24 h
que la especie semidomesticada O. megacantha y domesticada O. ficus-indica. Este
resultado apoya parcialmente la hipétesis planteada, pues la acidez no disminuyé
directamente con la domesticacion, aunque si hubo diferencias entre las especies
(Figura 3.10). Betancourt-Dominguez et al. (2006) también obtuvieron acidez mayor en
nopalitos silvestres (con tamafo entre 14 y 22 cm) que en los de tres cultivares. Lo
anterior nos permite suponer que las variaciones del contenido de acido en los
nopalitos puede ser resultado de factores genotipicos de las especies, cultivares y
tejidos fotosintéticos de cada planta (Lopez-Bucio et al., 2000)

El conocimiento de los mecanismos de resistencia a factores generadores de
estrés permite evaluar los procesos evolutivos involucrados en la adaptacion de las
plantas a los ambientes adversos y puede ayudar a anticipar la respuesta de las

plantas al incremento de la adversidad asociada actualmente al cambio climatico
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global. También, este conocimiento puede usarse en la seleccion y mejoramiento de las
especies (Pefia-Valdivia et al. 2013). Durante la evolucidon las plantas desarrollan
mecanismos para sobreponerse al estrés y continuar el crecimiento y supervivencia, y
en este sentido las plantas como los nopales destacan.

Un numero alto de los estudios relacionados con la domesticacién de Opuntia se
han orientado al analisis de sus rasgos morfologicos y agrondémicos. Por esto es
necesario abundar en los aspectos biofisicos, fisiolégicos y bioquimicos que permitan
conocer las reacciones de los nopales a los factores bidticos y abidticos de su ambiente
de desarrollo.

Los magueyes (Agave spp.) como los nopales, desempefian funciones
ecologicas y econdmicas en las regiones aridas y semiaridas de América. Como
consecuencia de la gran diversidad de usos de los magueyes, las presiones
antropogénicas en tiempos prehistéricos y modernos en numerosas especies de Agave
han generado impacto de magnitud variable en su demografia y genética de
poblaciones. En la ultima década, un numero creciente de estudios se han centrado en
las caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y genéticas del manejo in situ de las
poblaciones y las practicas de cultivo de las especies silvestres de plantas asociadas a
los ambientes aridos (Figueredo y Nassar, 2011).

En este estudio se evaluaron caracteristicas biofisicas y fisioldgicas en siete
especies de dos subgéneros de Agave, se usaron plantas jovenes (menores a 4 afnos),
cultivadas con riego y su suspension durante 1 afio y 8 meses, para conocer sus
semejanzas y diferencias y sus reacciones variadas cuando crecen en suelo humedo o
deshidratado (Capitulos 5 y 6). Las variables evaluadas fueron la firmeza, el contenido
de SST, ys de tejido total, del parénquima y del clorénquima, contenido de clorofila y
permeabilidad de la membrana celular de las hojas. Debido a la longitud diferente de
las hojas entre las especies se realizaron las evaluaciones a lo largo de las hojas. Los
resultados mostraron que solo algunas variables, i.e. contenido de SST, ys del
parénquima y del clorénquima, cambiaron gradualmente y practicamente ninguna fue
homogénea a lo largo de las hojas (Figuras 5.7 y 5.9); ademas, las dos condiciones de

humedad generaron efectos variables y fueron independientes de los subgéneros.
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La firmeza foliar de los dos géneros Littaea y Agave mostraron un gradiente
entre las especies para las dos condiciones de humedad en el suelo. A. striata mostro
los valores menores y A. aspérrima y A. cupreata los mayores en las dos condiciones
de humedad. Con la restriccion de humedad la firmeza incrementé en todas las
especies. El aumento de la firmeza foliar puede estar relacionada con cambios en la
cuticula, pues es el primer tejido que interacciona con el ambiente y su integridad es
afectada por factores genéticos, ambientales, fisioldgicos y de manejo (Tafolla et al.,
2013). La disponibilidad restringida de humedad en el suelo y la evapotranspiracion alta
estan relacionadas con el grosor mayor de la cuticula foliar que le confiere resistencia a
los dafos mecanicos; el grosor y resistencia de la cuticula dependen de sus
componentes (lipidos solubles cuticulares) y proporciones (Petit-Jiménez et al., 2007).
Ademas, las hojas de los magueyes presentan fibras firmes, casi siempre rigidas,
estiradas, concavas ascendentes u horizontales, esta caracteristica les confiere
firmeza. Los factores que afectan las propiedades mecanicas de las hojas entre las
mas importantes destacan el contenido de humedad, su madurez y del contenido y
posicidn de las fibras (Garcia et al., 2010).

El contenido de SST incrementé con la disminucion de la humedad, con
excepcion de A. cupreata y A. angustifolia, ambas especies del subgénero Agave. Las
hojas de los magueyes de las plantas jovenes suelen ser mas suculentas (con menor
contenido de materia seca) (Aguirre et al., 2001). La suculencia puede variar a lo largo
de la hoja, frecuentemente es mayor en la base, en la que puede haber una reserva
mayor de agua, que en el centro y apice foliar, como resultado el incremento en la
cantidad de SST a lo largo de la hoja podria estar relacionado con la disminucién de la
suculencia, desde la base hacia el apice foliar. Las diferencias mayores del contenido
de SST entre las especies se presentd en el subgénero Littaea, la especie A. striata
presento 25 % mas SST que A. lechuguilla en las plantas con riego (Figura 5.4) y A.
lechuguilla duplicé su contenido con la ausencia del riego. En el género Agave, los
contrastes mayores se observaron entre A. salmiana con el valor menor y A. cupreata,
A. aspérrima y A. americana, con los valores mas altos en la condicién con riego. En A.
salmiana, A. angustifolia y A. aspérrima incrementaron al doble el contenido de SST por

la ausencia del riego. La humedad menor (épocas secas) incrementa los SST en los

177



tejidos porque se incrementa la concentracidn de algunos componentes quimicos,
como los azucares y los acidos organicos (Bautista-Justo et al., 2003; Martinez et al.,
2012). Asi, los resultados de este estudio permiten rechazar la hipétesis de que los
cambios en la cantidad de SST de las hojas de Agave son independientes de la
humedad del suelo y de la especie.

Las diferencias entre las siete especies evaluadas confirma la riqueza del
género, pues reaccionan en forma diversa a los ambientes en los que crecen. De las
200 especies de Agave que se conocen 150 se encuentran en México y esta gran
diversidad concuerda con la riqueza de habitats en este pais (Gentry, 1982) y
diversidad de la vegetacion (xerdfita, pastizales, matorrales, bosques y otras)

Entre las caracteristicas contrastantes de las especies de Agave esta la
intensidad del cambio del ys del tejido foliar total en la misma hoja, entre las especies y
en reaccion al riego y a su suspension (Figura 5.5). Ademas, los cambios del ys en los
tejidos foliares separados (clorénquima y parénquima) a lo largo de las hojas de las
plantas con riego contrastaron con los del tejido foliar completo en practicamente todas
las especies (Figuras 5.9 y 5.7). Los factores ambientales, como la precipitacion, la
temperatura, la intensidad de luz y el contenido de sales del suelo afectan el ys de los
tejidos (Liu et al., 2003), los resultaos del estudio indican que la especie es uno de los
factores con mayor efecto pues las plantas de este estudio crecieron en las mismas
condiciones. El valor del ys refleja la capacidad de las plantas para resistir las
condiciones ambientales desfavorables para un gran numero de especies. El ys menor
de A. lechuguilla y A. salmiana, relacionado con la acumulacién neta de solutos
celulares, después de mas de afo y medio sin riego indica que puede ser uno de los
mecanismos que les permite a estas especies tolerar la deshidratacion del suelo. Otros
efectos de la falta de humedad en el suelo, como el crecimiento de los 6rganos no-
fotosintéticos (raices), que favorece la capacidad de absorcion de la humedad, la
disminucién del crecimiento de las estructuras del vastago o la abscisién de algunas de
ellas en las mismas especies de este estudio han sido documentados (Ramirez-Tobias
et al., 2012). Las respuestas fisioldgicas a la disponibilidad hidrica baja deben conducir
al equilibrio entre los beneficios acumulados para llevar a cabo los procesos fisiolégicos

y los costos asociados con dicha capacidad (Taiz y Zeiger, 2010).
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La restriccion de humedad durante 1 afio y 8 meses afecto las plantas de todas
las especies, las modificaciones biofisico-fisiolégicas evaluadas en este estudio, y
seguramente otras no evaluadas, permitieron a las plantas sobrevivir esa condicidn
extrema. Al finalizar el periodo de restriccidon de humedad el riego modificd la apariencia
de las plantas, aunque no se evaluaron las actividades fisiolégicas, las hojas perdieron
la flacidez y continuaron su crecimiento aparente.

La caida del ys del parénquima a lo largo de la hoja de las plantas con
suspension de riego fue lineal y en promedio en A. angustifolia y A. salmiana la
disminucién fue la mayor entre las especies (Figura 5.7). Esta disminucién esta
relacionada con el decremento del W, foliar y el incremento en la concentracion de los
solutos disueltos en las células de la base al apice foliar. El ajuste del ¥s permite el
mantenimiento del turgor de las células y evitan su plasmdlisis. Zafiudo-Hernandez et
al. (2010) sefalaron que la suculencia de sus tallos de plantas de poblaciones
silvestres de O. robusta y plantas cultivadas de O. ficus-indica creciendo en diferentes
ambientes, les permiti6 mantener su actividad fotosintética durante 5 meses antes de
las lluvias. Asi, cada especie tiene reacciones propias para la restricciéon de humedad y
mantiene la actividad metabdlica y fisiolégica necesaria para su crecimiento. Las
plantas suculentas, como los nopales y los magueyes, almacenan agua en el tejido del
parénquima (suculencia de los érganos fotosintéticos) que junto con la expresion del
metabolismo fotosintético MAC potencian la asimilacion de CO, en el periodo de
sequia.

El ys del clorenquima en las plantas con y sin riego, de todas las especies de
Agave tuvo comportamiento similar al del parénquima (Figuras 5.9y 5.7).

El tejido del clorénquima de las hojas de Agave se localiza debajo de la
epidermis y se distingue como una capa de células de color verde intenso por la
presencia de cloroplastos en sus células. En este tejido es donde se realiza la
fotosintesis. En las agavaceas, la suculencia permite el movimiento de agua entre los
tejidos principalmente desde el parénquima, en el que se almacena el agua, al
clorenquima debido al decremento de solutos en las células del parénquima; esto
mantiene una tasa de absorcion positiva de CO, durante la sequia (Nobel, 2006) Lo

anterior se interpreta como funcion de proteccion del clorenquima, que es el tejido en el
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que se realiza la fotosintesis, y aunque el organo fotosintético se deshidrate
parcialmente la funcionalidad del clorénquima es asegurada. Este comportamiento se
ha observado en plantas de Peperomia magnolieafolia, O. ficus-indica, la epifita
Tillandsia ionantha y otras 30 epifitas (Nobel, 2006). En el presente estudio se observo
que s del parénquima y del clorenquima fue diferente entre los subgéneros, las
especies y las condiciones de riego (Figuras 5.9 y 5.7); lo que confirma que las
caracteristicas de suculencia de las hojas de las especies de Agave son diferentes.

En promedio la permeabilidad relativa de las membranas celulares de 60 % de
las especies de Agaves es un caracter notablemente estable, ya que no presentaron
diferencias significativas con el riego y su suspension (Figura6.3). Aunque el resto de
las especies (A. sriata, A. salmiana y A. cupreata) mostraron cierta alteracion en la
funcionalidad de las membranas celulares, puede asegurarse que fue insuficiente para
provocar la muerte de las hojas o de la planta.

Las alteraciones en las membranas celulares inducidas por la deshidrataciéon
pueden estar relacionadas con cambios en los lipidos y proteinas que contiene, esto
modifica la estructura y composicién, y en general las funciones celulares (Huang,
2006). La liberacion de electrolitos se encuentra también relacionada con otras
caracteristicas del tejido y modificadas por el estrés hidrico, como el potencial osmotico
y la acumulacidn de solutos organicos. La permeabilidad relativa de las membranas
celulares en relacion con el riego y la restriccion de humedad varidé entre los
subgéneros y especies de Agave, asi, la naturaleza e intensidad de las respuestas de
las plantas a un estrés particular pueden estar relacionadas con las diferencias
genéticas entre las especies, su distribucion ecolégica y geografica. A. americana
presentd menor permeabilidad de membranas celulares en ambas condiciones de
humedad. Esta caracteristica probablemente se deba a su condicibn mayor de
humanizacion, respecto a las demas especies, y su crecimiento en climas secos o frios
y en diferentes tipos de suelos, donde ha sido distribuida por el hombre (Ramirez-
Tobias et al., 2012).

También fue sobresaliente la heterogeneidad del contenido de clorofila (a, b y el
total) a lo largo de las hojas, los valores promedio entre las especies y su modificacion

o relativa estabilidad por la restriccion de humedad (Figuras 6.4 y 6.5). Ruiz et al.
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(2007) y Casierra et al. (2012) senalaron que en plantas de A. salmiana y caléndula el
incremento de clorofila a lo largo de la hoja se debe a que el apice foliar recibe una
mayor cantidad de irradiacion que la base de la hoja, por su disposicion en la planta.
Algunas especies mantienen contenido alto de clorofilas cuando enfrentan deficiencia
de humedad, y ese contenido se asocia con un incremento significativo de carotenoides
(pigmentos accesorios), que son reconocidos como protectores del aparato
fotosintético, pues absorben parte de la energia de la luz y la transfirieren a la clorofila,
para la proteccion (Jaleel, et al., 2009).

Asimismo, Havaux (1992) citado por Gonzalez et al. (2001) observé que el rendimiento
cuantico maximo del PSIl en condiciones de intensidad luminosa y temperatura altas
disminuy6é en una menor magnitud en plantas con estrés hidrico que en plantas con
riego normal y sugiridé que el estrés hidrico ayuda a disminuir el dafo por fotoinhibicién
del PSIl en las plantas que permanecen en ambientes con temperaturas altas. Estas
respuestas parece que se relacionan con modificaciones morfologicas, anatémicas y
fisiolégicas que pueden diferenciar a las especies de Agave en la forma de enfrentar el
déficit de humedad prolongado; pues la gran riqueza de especies dentro del género en
una gran diversidad de ambientes da como resultado una plasticidad fenotipica amplia
(Gianoli, 2004). Los cambios del contenido de clorofila puede ser efecto indirecto de
otras modificaciones, como el engrosamiento de la cuticula, que reduce la transpiracion
y puede incrementar la reflexion de la luz (Taiz y Zeiger, 2010).

Los estudios como el presente, con enfoques diversos, que incluyan variabilidad
morfoldgica, fisioldégica, bioquimicas y genéticas en poblaciones silvestres,
humanizadas y domesticadas pueden contribuir al conocimiento actual de los procesos
de evolucion y domesticacion de las plantas. También pueden representar una base
sélida y formal para la seleccion de variantes para iniciar los procesos de
domesticacién experimental, realizar fitomejoramiento con germoplasma silvestre y

para los programas conservacion de los recursos genéticos.
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