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COMPOSICION QUIMICA PARCIAL DE CINCO ESPECIES DE Opuntia EN
RELACION CON EL GRADO DE DOMESTICACION, POTENCIAL DE AGUA DEL
SUELO Y FASE MAC

Maria Consepsion Lopez Navarrete, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN
El objetivo del estudio fue analizar los cambios en la composicién quimica parcial de cinco
especies de Opuntia en relacion con el grado de domesticacion, el potencial de agua (Wa)
del suelo y la fase del metabolismo &cido crasuldceo (MAC). La hipotesis fue que la
composicién quimica parcial en cladodios jovenes de cinco especies de Opuntia se
relaciona directamente con el grado de domesticacion y fase MAC y es independiente del
Wa del suelo. El estudio se realizo en cladodios de 3 a 4 semanas de edad, cosechados
en diferentes fases MAC de plantas con riego (\Wa del suelo de -0.17 MPa) y sin riego por
30 dias (Wa del suelo de -5.72 MPa), de variantes de O. streptacantha, O. hyptiacantha,
O. megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica. El disefio experimental fue completamente
al azar, con arreglo factorial de tratamientos. La unidad experimental fue un cladodio de
plantas independientes, con nimero diferente de repeticiones. Las variables analizadas
fueron el contenido de acido malico, glucosa, fructosa, sacarosa, almiddn, fenoles totales,
aminodcidos libres, proteina soluble y biomasa y actividad de invertasa acida y neutra.
Se aplic6 ANDEVA y comparaciéon multiple de medias a los resultados. Opuntia albicarpa
y O. ficus-indica presentaron mas almidén y biomasa seca (40 %) y menos glucosa y
fructosa (30 %) que O. streptacantha, y disminuyeron mas de 50 % su contenido de
sacarosa con Wa del suelo de -5.72 MPa. Con este Wa el contenido de acido malico
incrementd 24 % en las cinco especies en la fase |. Las variantes y especies silvestres
mostraron 20 % mas potencial para la produccién de fenoles totales que las especies con
grado mayor de domesticacion e independiente del Wa del suelo. Las diferencias entre
las especies y variantes silvestres y domesticadas del Opuntia estan relacionadas con el

metabolismo primario y secundario del C y del N y dependen del ciclo MAC de 24 h.

Palabras clave: Opuntia, domesticacion, caracteriticas quimicas, fase MAC, potencial

del gua del suelo.



PARTIAL CHEMICAL COMPOSITION OF FIVE SPECIES OF Opuntia IN RELATION
TO THE DEGREE OF DOMESTICATION, SOIL WATER POTENTIAL AND PHASE
CAM

Maria Consepsion Lopez Navarrete, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2018
ABSTRACT

The objective of the study was to analyse the changes in the partial chemical composition
of five Opuntia species in relation to the degree of domestication, soil water potentional
(Ww) and crassulacean acid metabolism (CAM) phase. The hypothesis was that partial
chemical composition of young cladodes of five Opuntia species is directly related to the
degree of domestication and CAM phase and is independent of the soil Yw. The study
was carried out in cladodes from 3 to 4 weeks of age, harvested in different CAM phases
of plants with irrigation (soil Yw of -0.17 MPa) and without irrigation for 30 days (soil Yw
of -5.72 MPa), from variants of O. streptacantha, O. hyptiacantha, O. megacantha, O.
albicarpa and O. ficus-indica. The experimental design was completely random, with a
factorial treatment arrangement. The experimental unit was a cladode of independent
plants, with a different number of repetitions. The variables analysed were the content of
malic acid, glucose, fructose, sucrose, starch, total phenols, free amino acids, soluble
protein, and biomass and acid and neutral invertase activity. We applied ANOVA and
multiple means comparison test to data. Opuntia albicarpa and O. ficus-indica presented
more starch and dry biomass (40%) and less glucose and fructose (30%) than O.
streptacantha, and decreased more than 50% their sucrose content at soil Yw of -5.72
MPa. At this Ww the malic acid content increased 24% in all five species at phase I.
Variants and wild species showed a 20% greater potential for the total phenols production
than species with a higher degree of domestication and it was independent of the soil Ww.
The differences between the species and wild and domesticated variants of the genus
Opuntia related to C and N primary and secondary metabolism and depend on the 24 h
CAM cycle.

Keywords: Opuntia, domestication, chemistry characteristics, phase CAM, soil water

potentional.
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INTRODUCCION GENERAL

El nopal (Opuntia) representa una imagen caracteristica e iconica que simboliza la cultura
mexicana y se le considera un recurso genético de gran valor, que México dio al mundo
(Flores et al., 1995; Anaya, 2001; Méndez et al., 2004; Betancourt-Dominguez et al.,
2006; Maki et al., 2015).

El nopal esta ligado de modo particular a la historia de México y Mesoamérica, porque en
esta regidn esta su centro de origen genético. La importancia econémica y social actual
de nopal en México radica en la gran superficie ocupada por las nopaleras silvestres y
cultivadas, el niumero de productores y consumidores, las regiones de cultivo, la
diversidad de los productos generados y el mercado extranjero creciente (Saenz et al.,
2006; Maki-Diaz et al., 2015).

En México el nopal se cultiva para consumo humano y como forraje (Callejas-Juarez,
2006; Maki et al., 2015). Los nopales también son combustible y materia prima para
productos farmacéuticos y cosméticos, y son hospederos del insecto Dactylopius coccus
(cochinilla) que se utiliza para producir rojo carmin (Stintzing y Carle, 2005). En México,
24 especies se utilizan con fines diversos, quince de ellas se usan como forraje, seis para
la produccion de tuna y tres para produccién de nopal tierno o nopalito (Valencia-
Sandoval et al., 2010). Los nopalitos son los cladodios jovenes de la planta de nopal, los
cuales forman parte de la dieta comun de ciertos sectores mexicanos, en México y en el
extranjero se consumen comunmente como verdura (Saenz et al., 2006; Maki et al.,
2015).

En territorio mexicano, la mayor parte de la superficie cultivada con Opuntia se localizan
principalmente en zonas aridas y semiaridas, sujetas a fuertes restricciones edafo-
climaticas, con precipitacion escasa, suelos pobres y salitroso, y temperaturas extremas,
en las que el desarrollo de los cultivos tradicionales es practicamente imposible (Borrrego
y Burgos 1986). En las regiones aridas y semiaridas de México, la escasez de agua es el

elemento restrictivo principal que limita el crecimiento de las plantas (Gibson, 1996; Smith



et al.,, 1997). Diaz-Padilla et al. (2011) indicaron que, las zonas aridas y semiaridas
ocupan entre 27 y 35 % del territorio mexicano. Las especies del género Opuntia se
adaptan a regiones con precipitaciones de 200 a 300 mm afio* (Odoux y Dominguez-
Lopez, 1996).

El metabolismo acido crasulaceo (MAC) es una de las tres formas de asimilacion
fotosintética del CO:2 atmosférico; de las 350 mil especies estimadas de plantas
vasculares, 6 % realiza fotosintesis MAC; estas pertenecen al menos a 35 familias y mas
de 400 geéneros (Silvera et al., 2010; Yang et al., 2015). Los rasgos deseables para
productividad mayor y conservacion del agua en plantas MAC, como Opuntia, pueden
atribuirse a la separacion temporal de dos procesos de carboxilacién que definen a las
plantas con este tipo de metabolismo fotosintético (Cushman et al., 2015). En general,
las plantas MAC ocupan ambientes desfavorables para el crecimiento de las plantas con
fotosintesis C3 y C4 (Andrade, 2007). En estos ambientes la evolucion de los miembros
del género Opuntia ha permitido que las especies desarrollen caracteristicas
morfologicas, anatomicas, fisioldgicas y bioquimicas que les permiten su adaptacion a
tales condiciones (Gibson y Nobel, 1986; Nobel, 1995; Gibson, 1996; Wickens, 1998).

México es reconocido como uno de los centros de origen, domesticacion y diversificacion
de especies vegetales fundamentales para la subsistencia humana. De las 128 especies
vegetales, incluidas en la lista de la FAO como las méas importantes en el mundo, poco
mas de 10 % se domesticaron en México (Perales y Aguirre, 2008). La domesticacion es
un proceso evolutivo y dinamico que modifica el bagaje genético de plantas y animales;
este proceso conduce a cambios bioquimicos, fisiolégicos y morfolégicos continuos que

les permite diferenciarse de sus antecesores (Harlan, 1992; Otero-Arnaiz et al., 2005).

Reyes-Agluero et al. (2005) recolectaron muestras de variantes utilizadas por sus
nopalitos, frutos y cladodios maduros, en 31 localidades de siete estados de la Altiplanicie
Meridional de México. Estos autores evaluaron 42 atributos morfolégicos de las plantas
y las recolectas que les permitieron reconocer un gradiente de domesticacion en Opuntia.

Este mostr6 a O. streptacantha y O. hyptiacantha como especies silvestres, O.



megacantha como semidomesticada, y O. albicarpa y O. ficus-indica con el nivel de

domesticacion mayor.

De acuerdo con Pefa-Valdivia et al. (2013) las evidencias documentadas de los cambios
sucedidos durante la domesticacion de especies vegetales comprenden aspectos
morfoldgicos, y soélo existe informacién limitada de los procesos bioquimicos, de los que
finalmente dependen la expresion morfolégica y el rendimiento econémico. Los cambios
en el proceso de domesticacion, podria detectarse en dos grandes grupos de
componentes del metabolismo de las plantas. En el primer caso estdn los del
metabolismo primario, como los carbohidratos no estructurales, entre los que estan
glucosa, fructosa, sacarosa y almidon, y otros componentes celulares como los
aminodcidos, y las proteinas. El segundo caso se refiere a los componentes clasificados
como integrantes del metabolismo secundario, como los fenoles y numerosos
aminoacidos, que tiene un papel en la adaptacion de las plantas al ambiente y en la
reaccion a las condiciones de estrés (Akula y Ravishankar, 2011). En ambos casos el
conocimiento de la participacion de las enzimas en el metabolismo de la sacarosa, como
las invertasas, es relevante por el papel central de este azucar en los procesos de “fuente-
demanda” (Ruan et al., 2010). Especificamente, esa informacion en el género Opuntia en
los componentes del metabolismo y su relacién con el proceso de domesticacion no se
ha investigado o se conoce parcialmente. Por lo anterior, los objetivos de la presente

investigacion fueron:

¢ |dentificar diferencias y semejanzas en caracteristicas bioquimico-fisiologicas en
cladodios jovenes de 12 variantes, de cinco especies de Opuntia, en un gradiente de
domesticacién y su relacion con la fase diurna (1) y vespertina (l11) del ciclo MAC.

e Determinar los cambios en la composicién quimica parcial y actividad de invertasa de
cladodios jovenes de Opuntia por efecto de la domesticacion y su relacion con el Wael
suelo y fase MAC

e Determinar la expresion del metabolismo &cido crasulaceo en el contenido de acido

malico, carbohidratos, aminoacidos libres, proteinas solubles, fenoles totales, actividad



de invertasa y potencial osmoético en cladodios jovenes de Opuntia por efecto la

domesticacién en un ciclo MAC de 24 h.

Las hipotesis fueron:

e El contenido de &cido malico, azucares solubles, almidon, fenoles totales, aminoacidos
libres, proteinas solubles, biomasa y actividad de invertasa acida y neutra se
relacionan directamente con el nivel de domesticacion y la fase MAC.

e La composicion quimica parcial y actividad de invertasa en cladodios jévenes de
Opuntia se relacionan directamente con el nivel de domesticacion, su metabolismo
MAC y Wa del suelo.

¢ Los cambios en el contenido de carbohidratos, aminoacidos libres, proteinas solubles,
fenoles totales, actividad de invertasa y potencial osmético en el ciclo MAC de
cladodios joévenes de Opuntia a lo largo del dia se relacionan directamente con el nivel

de domesticacion.
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REVISION DE LITERATURA

Domesticacion

Importancia

El desarrollo de las sociedades agricolas fue uno de los eventos mas transformadores en
la historia humana y ecoldgica, que resulté de la domesticacion de plantas y animales.
Los origenes de la domesticacién de plantas se pueden rastrear en varias areas del
mundo, como el suroeste de Asia, el norte y sur de China, Mesoamérica y Sudamérica,
hace 10 a 12 mil afios (Piperno, 2017). La domesticacién de plantas y animales se ha
considerado la innovacién mas importante en la historia de la humanidad, porque es parte

del desarrollo y crecimiento de las primeras civilizaciones (Harlan, 1992).

México es reconocido como uno de los centros de origen, domesticacion y diversificacion
de especies vegetales fundamentales para la subsistencia humana. Un numero
importante de las especies vegetales domesticadas en México se utilizan en todo el
mundo. De las 128 especies vegetales mas importantes del mundo, incluidas en la lista
de la FAO, poco mas de 10 % se domesticaron en México. El maiz, diversos frijoles y
calabazas, el algodon, el aguacate, la vainilla y otras especies importantes se originaron
y domesticaron en México. Otras especies domesticadas en México, como los chiles, el
jitomate y el cacao, tuvieron su origen bioldgico en Sudamérica; ademas, alrededor de la
mitad de las calorias que consumen los mexicanos las aportan especies domesticadas
originalmente en el pais (Perales y Aguirre, 2008). El cultivo y domesticacion de plantas
han sido fundamentales para la subsistencia y mas de 60 % de las plantas reconocidas
como domesticadas son perennes y la mayoria de ellas producen frutos comestibles
(Luna-Morales, 2004).

Concepto y sindrome de domesticacion

El concepto de cultivo se refiere a las actividades que el hombre realiza en el habitat para
propiciar condiciones ambientales que permitan el crecimiento y desarrollo mejor de las
plantas de su interés (Garcia-Marin, 1986; Harlan, 1992). Este es diferente al concepto
de la domesticacion. La domesticacion es un proceso evolutivo y dinamico, a travées del

cual, las plantas y animales modifican su bagaje genético, que da lugar a un continuo de



cambios bioquimicos, fisiolégicos, morfoldgicos, que les permite diferenciarse de sus
antecesores (Harlan, 1992; Otero-Arnaiz et al., 2005). La principal fuerza evolutiva de la
domesticacion es la seleccion artificial (Meyer et al., 2012; Guillen et al., 2013), que
conduce, a una mayor adaptacion de plantas y animales para el cultivo o la cria, con
rasgos deseables por los humanos al facilitar la cosecha, modificar algunos aspectos
como el sabor, cualidades nutricionales, metabolitos secundarios, entre otros (Gepts,
2004; Meyer et al., 2012). De acuerdo con lo anterior, una planta cultivada no es

necesariamente una planta domesticada.

Ademas, ya que la domesticacion es un proceso continuo, es posible la existencia de
estados intermedios entre silvestre y domesticado, y cuya identificacion y estudio son
relevantes para avanzar en el mejoramiento genético, en el aprovechamiento de las
plantas por los humanos y abundar en el conocimiento del origen de la agricultura (Luna-
Morales, 2004). La domesticacion forma parte del proceso denominado “humanizacion”.
Este incluye tres fases criticas: (1) recoleccion de especies, que destacan por su
abundancia, persistencia y utilidad, (2) seleccion de las que superan exitosamente el
cultivo, que incluye ambientes modificados por la humanidad (humanizados), con
disminucion de fuerzas selectivas fisicas y bibticas naturales, (3) modificacion en la
expresion genética, fisioldgica y morfoldgica de las especies adaptadas a los ambientes
nuevos. Asi, no todas las especies humanizadas son domesticadas y una proporcion de
ellas se ha mantenido en condiciones silvestres y se recolectan para utilizarse (Perales y
Aguirre, 2008).

Para que el proceso de domesticacion suceda en las plantas, dos procesos podrian tener
lugar. Uno se denomina seminicultura y se refiere a la propagacion por semillas;
generalmente, las especies que lo realizan son herbaceas anuales y es, en parte,
consecuencia de la siembra y cosecha durante generaciones sucesivas. Este es el caso
de los cereales y las leguminosas. El otro proceso involucrado en la domesticacion de las
plantas se denomina vegecultura y se refiere su propagacién mediante estructuras
vegetativas, como ramas, tallos y raices; es el caso de la papa (Solanum tuberosum),

camote (Ipomea batatas) y nopal (Opuntia ficus-indica) (Casas et al., 1997).



El sindrome de domesticacion es un conjunto de rasgos que denota las diferencias entre
las plantas domesticadas y sus congéneres silvestres (Frary y Doganlar, 2003; Abbo et
al., 2014) influenciadas por el centro de domesticacion, los factores edafo-climaticos, el
ciclo de vida de las plantas (Meyer et al., 2012) y preferencias o necesidades de los
domesticadores que seleccionan con base en el érgano de interés (Pefia-Valdivia et al.,
2012). Por lo que, la variacién genética de las especies durante la domesticacion afecta
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de las estructuras de interés para los humanos,
como tallos, frutos, raices, flores y semillas (Garcia-Nava et al., 2015; Lépez-Palacios et
al., 2015). Las diferencias indican que las plantas domesticadas han desarrollado la
capacidad de supervivencia y reproduccion en ambientes humanizados (Frary y
Doganlar, 2003) y, al contrario, generalmente han disminuido o perdido capacidad de

permanecer en ambientes silvestres.

Los atributos que configuran el sindrome de domesticacién incluye modificaciones
diversas, como la disminucion de la capacidad de dispersion o disminucion de las semillas
viables, el incremento en tamafio de los 6rganos de interés antropocéntrico, la
modificacion de la reproduccién sexual, la disminucion de la latencia de las semillas y la
pérdida de la proteccion quimica o mecanica contra herbivoros (Pickersgill, 2007; McKey
et al., 2010; Pefa-Valdivia et al., 2012).

Domesticacién en Opuntia

Opuntia es uno de los géneros con mayor diversidad y distribuciéon en la familia
Cactaceae (Anderson, 2001). El género Opuntia se diversificé aproximadamente hace
7.5 millones de afios (Arakaki et al., 2011). Diversos autores sefialaron que el origen
geografico y evolutivo de Opuntia es incierto (Bravo, 1978; Anderson, 2001), en parte por
la distribucién amplia de sus especies en Norte y Sudamérica (Anderson, 2001). Por su
parte Sdenz et al. (2006) menciona que Opuntia se origind en las regiones tropicales y

subtropicales de América.

El registro inicial de la riqueza de Opuntia en México fue de 58 especies, posteriormente

aumentd a 66 y llego a estimarse en 93, a la fecha, la cifra mas aceptadas es de 188



(reconocidos actualmente) (Bravo, 1978; Anderson, 2001). Para facilitar el analisis de
esta riqueza, Bravo (1978), conformo para las especies mexicanas de Opuntia 17 series.
Las cuales dividié en dos grupos, uno con tallos subccilindricos y otro con tallos planos.
En este segundo grupo hay 15 series. Serie Ficus-indicae: Las especies que pertenecen
a esta serie son, O. crassa, O. undulata y O. ficus-indica. La Serie Streptacanthae: Las
especies que conforman esta serie son: O. streptacantha, O. hyptiacantha, O.
megacantha, albicarpa, O. chavena, O. joconostle, O. lasiacantha, O. pachona, O.
spinulfera (Bravo, 1978).

La evidencia del conocimiento y uso del nopal por los pobladores mexicanos se encontrd
en las excavaciones de Tamaulipas y Tehuacan, Puebla; donde se encontraron semillas,
cascaras de tuna y fibras de pencas de nopal fosilizadas; la antigledad de esos restos
es de siete mil afios (Flores-Valdez, 2003). Kiesling (1988) indicé que el proceso de
domesticacién de Opuntia se remonta a 8,000 o 9,000 afios, cuando las especies de éste
género empezaron a utilizarse en la alimentacion humana. Ademas, se ha hipotetizado
que el grupo étnico indigena otomi jugd un papel importante en la domesticacion y la
dispersiéon de variantes de Opuntia en diversos lugares de la Altiplanicie Meridional de

México (Reyes-Agliero et al., 2005a; Reyes-Aguero et al., 2005b).

En México existe gran riqueza de variantes de Opuntia con grado diferente de
domesticacion que forman poblaciones en ambientes naturales, o estan en cercos vivos,
bordes de taludes de parcelas, solares y plantaciones comerciales (Figueroa et al., 1980;
Garcia-Marin et al., 1986; Rodriguez y Nava, 1998). La Altiplanicie Meridional, en el
centro norte de México, es una region importante en relacion con la abundancia de
especies de Opuntia; ya qué ella concentra 35 % de las 83 especies silvestres de nopal

de México y de ellas la mitad es endémica de esa region (Perales y Aguirre, 2008).

Reyes-Aguero et al. (2005a) recolectaron muestras de variantes utilizadas por sus
nopalitos, frutos y cladodios maduros, en 31 localidades de siete estados de la Altiplanicie
Meridional de México. Ellos evaluaron 42 atributos morfologicos, las recolectas les

permitieron reconocer un gradiente de domesticacion en Opuntia. Este mostr6 a O.
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streptacantha como una de las especies silvestres (o0 con grado menor de domesticacion,
le siguieron O. hyptiacantha y O. megacantha, y O. albicarpa y O. ficus-indica se
localizaron en otro extremo del gradiente, con el nivel de domesticacion mayor. Asi, O.
albicarpa y O. ficus-indica son resultado de un proceso largo de domesticacion a partir
de poblaciones silvestres que fueron preservadas o modificadas en los solares, de donde
se seleccionaron para establecer plantaciones comerciales. La seleccion ha conducido a
diferencias morfologicas y metabdlicas, que permiten mantener a O. ficus-indica
separada de la serie de la cual parece proceder, ya que erroneamente se ha relacionado
con O. amyclae, O. megacantha y O. streptacantha, de la serie Streptacanthae (Labra et
al., 2003).

En Opuntia, la seleccion artificial se ha conducido hacia frutos y nopalitos, principalmente.
Segun Heiser (1995) en las plantas domesticadas los 6rganos y estructuras de mayor
interés humano presentan la variabilidad morfolégica mayor. En el fruto, uno de los
sindromes de domesticacion es su gigantismo, y cambio de color rojos y rojos-purpura,
propio de las nopaleras espontaneas y en las variantes de solares al verde claro sobre
los amarillo-castafio, incremento del dulzor de la pulpa, ademas de la disminucién de la
cantidad y dureza de las semillas, y el cambio en la proporcién de semillas abortadas y
normales por fruto; este cambio del fruto se acompafnd con el desarrollo de cladodios
grandes, entre ovalados y rombicos, con color verde claro, con gran cantidad de aréolas,
ninguna de ellas con espinas, pero si con abundancia de gloquidias (Reyes-Aguero et al.,
20054, b).

Otro aspecto que se ha identificado como resultado de la domesticacidén es que se han
favorecido variantes con espinas cortas, escasas, menos espinas por aréola y menos
aréolas con espinas, y su organizacion radial o difusa. Las variantes domesticadas con
fruto grande han modificado la abundancia de sus espinas hasta la ausencia total o
presencia reducida, pero en algunas también hay persistencia del nimero normal por
aréola que normalmente tienen sus congéneres silvestres. Con la domesticacion se
aprecia reduccion de la densidad de aréolas y de su tamafio, lo que puede modificar los

patrones de abundancia, distribucion y tamafo de gloquidios. Estas son estructuras que
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probablemente tienen funciones adaptativas, como las espinas. Entre las variantes
domesticadas de O. ficus-indica, productoras de nopalitos estan las que producen
cladodios pequefios con varias aréolas con espinas, nopalitos con algunas espinas y con
espinas setosas en sus aréolas; esas plantas producen fruto amarillo, con semillas

abortivas abundantes y muy poca pulpa (Reyes et al., 2004).

La especie con importancia econdmica mayor en México y en el mundo es O. ficus-indica,
y sus variantes se cultivan para obtener frutos y nopalitos, se distinguen por su
morfologia. Opuntia ficus-indica, puede diferenciarse de todos los otros miembros del
género porque se encuentra casi exclusivamente en ambientes modificados por los
humanos; ademas, por sus cladodios usualmente elipticos, de gran talla, carentes total o
casi totalmente de espinas, y sus frutos grandes, dulces y carnosos (Reyes-Aguero et al.,
2005b).

La variacion genética de las especies domesticadas no sélo se limita a las caracteristicas
morfolégicas, evidencias de cambios biofisicos, fisiolégicos, bioquimicos de Opuntia
durante la domesticacion se han obtenido a través de los resultados de diversas
investigaciones. Asi, Garcia-Nava et al. (2015) observaron aumento en la firmeza,
contenido de solidos solubles totales, permeabilidad de la membrana celular, contenido
de acido maélico, y simultaneamente disminucién del WYa y Ws, como efecto de la
domesticacién. Lépez-Palacios et al. (2015) y Garcia-Nava et al. (2018) evidenciaron en
cladodios jévenes de una plantacion experimental, cosechados al mediodia, el contenido
y las caracteristicas quimicas de los polisacaridos no amilaceos de los cladodios de

Opuntia en el gradiente de domesticacion.

La variacién genética de las especies durante la domesticacion incluye caracteristicas
morfologicas, cualitativas y cuantitativas de las semillas, frutos, 6rganos y otros atributos
de interés humano. Pero, es probable que la variacion genética mas importante sea la
asociada a las capacidades de las plantas para tolerar condiciones ambientales
diferentes a las del ambiente silvestre, que en general son desfavorables para el cultivo
(Garcia-Nava et al., 2015; Lépez-Palacios et al., 2012, 2015).
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Metabolismo &acido crasulaceo (MAC)

El metabolismo acido crasulaceo (MAC) es una de las tres formas de asimilacion
fotosintética del CO: atmosférico, es una forma modificada de fotosintesis, que
evoluciono a partir de antepasados con metabolismo tipo C3, al menos 35 veces en
linajes de plantas independientes (Silvera et al., 2010; Winter et al., 2015; Heyduk et al.,
2016). Las plantas MAC de linajes independientes han convergido en un conjunto de
rasgos que estan directamente relacionados con la capacidad de la via para funcionar
eficiente en ciertas condiciones ambientales, como aridos, semiaridos o epifiticos, y se
relaciona con transiciones en la morfologia y anatomia de las hojas (Heyduk et al., 2016).
De las 350 mil especies estimadas de plantas vasculares, 6 % es capaz de realizar
fotosintesis MAC; estas pertenecen al menos a 35 familias y mas de 400 géneros, dos

veces mas que las plantas tipo C4 (Silvera et al., 2010; Yang et al., 2015).

El metabolismo fotosintético acido de las crasulaceas se desarrolla en el ciclo de 24 h,
con la carboxilacién catalizada por fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y ribulosa
bifosfato carboxilasa (Rubisco), la cual ocurren en una misma célula, con actividad
enzimatica separada temporalmente (Dodd et al., 2002). Este metabolismo se desarrolla
en cuatro fases y permite que las plantas tengan eficiencia alta en el uso del agua
(Osmond, 1978; Nobel y Hartsock, 1983; Chusman et al., 2015). Las fases MAC fueron
descritas en relacion a la asimilacion de CO2y acumulacién de acido malico (Osmond,
1978). La fase |, se lleva a cabo en la noche y primeras horas del dia, cuando los estomas
estan abiertos, en esta etapa se fija CO2y se acumula acido malico en las vacuolas
celulares; la fase Il, representa un aumento en la tasa de absorcion neta de CO:2 que
puede ser mediada tanto por PEPC como por rubisco; la fase lll, se lleva a cabo durante
las horas de luz, cuando los estomas permanecen cerrados, esto permite disminuir la
pérdida de agua por transpiracion, y la descarboxilacion del malato se lleva a cabo. El
CO¢: liberado en esta descarboxilacion se incorpora al ciclo de Calvin con la intervencion
de la Rubisco. La descarboxilacion del malato se da por la accion de enzimas en
dependencia de la especie de la planta. Durante la Ultima parte del dia (fase V), cuando
las reservas de malato se han agotado, los estomas pueden reabrir y el CO2 atmosférico
puede ser fijado nuevamente (Osmond, 1978; Nobel y Hartsock, 1983; Borland et al.,
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2009; Chusman et al., 2015). Estas fases son altamente plasticas y depende de las
especies, asi como las condiciones ambientales prevalecientes. Muchas especies tipo
CAM, como Opuntia fijan CO2 casi exclusivamente en la fase |, incluso cuando estan bien
regados (Osmond, 1978; Nobel, 1988).

En la asimilacion de carbono es estimada mediante la acumulacion nocturna del acido
malico (Scali et al., 2016). La acidez tisular es proporcional al contenido de acido malico
en las vacuolas de las células; por cada molécula de CO: fijjadas se producen una
molécula de acido malico y dos iones de hidrogeno (Osmond, 1978; Nobel, 1988; Winter
y Smith, 1996; Luttge, 2004).

Las plantas MAC muestran tasas de fotorrespiracion notablemente bajas y eficiencia en
el uso del agua de cinco a diez veces mayor respecto a las plantas con metabolismo
fotosintético C4 como resultado de la permanencia de los estomas cerrados la mayor
parte del dia. Todas estas caracteristicas les permiten a las plantas MAC ser altamente
productivas en regiones aridas y semiaridas (Herppich y Pekman, 2000; Cushman,
2001a; Nobel, 2001). El desarrollo de las plantas MAC se caracteriza por su plasticidad
a las perturbaciones ambientales, por lo que su supervivencia es exitosa en condiciones
adversas (Borland et al., 2000). En general las plantas MAC ocupan ambientes
desfavorables para el crecimiento de las plantas con fotosintesis C3 y C4 (Andrade,
2007).

La expresion del MAC en los nopalitos depende de la especie, la variante y horario de
cosecha; pero, la acidez incrementa al anochecer y disminuye en las primeras horas de
la mafiana (Acevedo et al., 1983; Corrales-Garcia et al., 2004). Existen otros factores que
también pueden modular los atributos bioquimicos y fisiologicos de las plantas con este
tipo de metabolismo fotosintético, como la ontogenia y el ambiente (intensidad de luz,
temperatura, humedad relativa, disponibilidad de humedad, manejo del cultivo, tiempo en
postcosecha de las estructuras) (Nobel y Hartsock 1983; Cushman, 2001a; Dodd et al.,
2002; Corrales-Garcia et al., 2004). Ademas, las plantas MAC pueden ser ciclicas,

facultativas u obligadas (Cushman, 2001a; Cushman y Borland, 2002).
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Respuesta de plantas MAC a la disponibilidad de agua en el suelo

Las plantas MAC pueden requerir menos agua que las C3 y C4, por ello crecen en
regiones aridas y semiaridas. Esta caracteristica se relaciona con el hecho de que la
apertura estomatal y la asimilacién de carbono es nocturna (Nobel, 1994). Asi, las plantas
MAC se distinguen por sus caracteristicas morfologicas y fisioldgicas que representan
ventajas adaptativas a ambientes con humedad limitada (Nobel, 1988). En las regiones
aridas y semiaridas de México, la escasez de agua es el elemento restrictivo principal
que limita el crecimiento de las plantas (Gibson, 1996; Smith et al., 1997). Diaz-Padilla et
al. (2011) indicaron que, las zonas aridas y semiaridas ocupan un 27 y 35 % del territorio

mexicano.

Las plantas de nopal muestran capacidad extraordinaria para almacenar agua en sus
tallos suculentos, que se consideran reservorio natural de agua (Flores-Hernandez, et al.,
2004; Scalisi et al., 2016). Las especies del género Opuntia se adaptan a regiones con
precipitaciones de 200 a 300 mm afio! (Odoux y Dominguez-L6pez, 1996). En estos
ambientes la evolucion de los miembros del género ha permitido que las especies
desarrollen caracteristicas morfolégicas, anatomicas, fisiolégicas y bioquimicas que
hacen posible su adaptacion a tales condiciones adversas (Gibson y Nobel, 1986; Nobel,
1995; Gibson, 1996; Wickens, 1998). Entre las caracteristicas anatémicas estan las de la
epidermis, como densidad baja de estomas y cuticula gruesa, con funcién importante en
la adaptacion de los nopales a la aridez (Mauseth, 1984; Pimienta-Barrios et al., 1993;
Gibson, 1996; Wickens, 1998). La cuticula del nopal, en comparacién con la de la mayoria
de las plantas, es relativamente gruesa, de 8 a 20 um en cladodios jévenes de O. ficus-
indica (Ventura-Aguilar et al., 2017). Por su parte Silva et al. (2001), documentaron que,
en cladodios maduros de ésta especie, la cuticula presentd un grosor en un rango de 175
a 200 um; ademas indicaron que la cuticula (con coloracion blanca) reflejaba gran parte
de la radiacion directa solar, permitiendo al cladodio mantener una temperatura mas baja

respecto a su entorno.

De acuerdo con Nobel (1998), las raices de los nopales son superficiales y extendidas;

esto les permite captar el agua en los ambientes con poca lluvia. Las lluvias aisladas, en
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las zonas semiaridas donde crecen los nopales, inducen la formacion de raices
secundarias que aumentan la superficie de contacto con el suelo, esto facilita la absorcion
de agua y nutrientes. En sequia, las raices se contraen radialmente, con lo que

contribuyen a disminuir la pérdida de agua.

Las plantas reaccionan diferente a la restricciéon de humedad; la respuesta depende de
sus adaptaciones para sobrevivir a ella. Entre las adaptaciones estan las relacionadas
con los ajustes del potencial osmatico (Liu et al., 2003), la eficiencia del uso del agua, los
cambios en el potencial de agua, los ajustes de la composicién de tejidos, los cambios
en la organizacién de las membranas celulares y otros (Shewfelt, 1992; Garcia-Ruiz et
al., 2008).

En cladodios de nopal la fotosintesis se decae después de un periodo prolongado de
sequia (Pimienta-Barrios et al., 2007). En plantas de nopal 180 dias de sequia provocaron
reduccion significativa de la concentracion de clorofilas, la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa en clorénquima (19.6 %) y en parénquima (60 %), caida del
transporte fotosintético de electrones en el clorénquima (29.5 %) y en la fluorescencia de
la clorofila en ambos tejidos del cladodio; en contraste el transporte fotosintético de

electrones en el parénquima aument6 150 % (Aguilar-Becerril y Pefia-Valdivia, 2006).

Aguilar-Becerril (1991) determin6 que el engrosamiento y el crecimiento longitudinal y
transversal de los cladodios de nopal disminuyen cuando las plantas permanecen por
periodos prolongados en sequia, lo que, a la vez, ocasiona cambios en la intensidad de
color del cladodio. Scalisi et al. (2016) demostraron que las plantas de nopal son capaces
de mantener un cierto crecimiento con niveles muy bajos de hidratacion, y que el
crecimiento de los cladodios responde aceleradamente a la rehidratacién después de
periodos largos de sequia.

En la condicién de restriccion de humedad las plantas MAC responden con mecanismos
adaptativos particulares, que les permiten expresar reacciones fotoquimicas y

bioquimicas y enfrentar la restriccion (Chaves et al., 2003; 2009). En especies MAC,
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como Opuntia, el contenido de acido malico incrementa como respuesta a la sequia
(Dodd et al., 2002; Griffiths et al., 2008; Winter et al., 2008). Ademas, una sequia severa
provoca cierre total y continuo de los estomas en estas plantas; esto afecta la

incorporacion nocturna de CO2 y la acumulacién de malato (Taybi et al., 2002).

Cushman y Borland (2002) indicaron que la acumulacion de &cidos organicos en
respuesta a la limitacion de humedad puede ser un mecanismo de ajuste osmotico en

especies tipo MAC.

Aguilar-Becerril y Pefia-Valdivia (2006) hacen mencién sobre la dificultad de reconocer la

condicion de déficit de humedad en nopal.

Importancia del nopal

Los nopales se encuentran distribuidos en numerosos paises de todos los continentes,
desde zonas aridas al nivel del mar hasta territorios de gran altura como los Andes del
Peru; desde regiones tropicales de México donde las temperaturas estan siempre por
sobre los 5 °C a areas de Canada que en el invierno llegan a -40 °C (Séenz et al., 2006).
Por esta razén, estas especies son un recurso genético de interés para zonas ecoldgicas
muy diversas. En el continente Americano Opuntia estd desde la provincia de Alberta,
Canada, hasta la Patagonia, Argentina, y abundan en las zonas desérticas del sur de
Estados Unidos, México y América del sur. Longitudinalmente desde las Islas del Caribe,
a las Islas Galapagos, desde el nivel del mar y hasta 3 400 msnm (Reyes-Agtero et al.,
2006; Cota, 2008).

El nopal (Opuntia) esta ligado de modo particular a la historia de México y Mesoameérica,
porque en esta regién esta su centro de origen genético (Saenz et al., 2006). El uso del
nopal por la humanidad en México desde épocas prehispanicas es conocido. Las plantas
de nopal fueron de suma importancia para la economia agricola del imperio Azteca;
actualmente, ademas de la importancia econdmica en algunas regiones donde se
produce, también representa una imagen caracteristica e iconica que simboliza la cultura

mexicana y se le considera un recurso genético de gran valor, que México dio al mundo
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(Flores et al., 1995; Anaya 2001; Corrales y Flores, 2003; Betancourt-Dominguez et al.,
2006).

Entre las caracteristicas sobresalientes de las plantas y estructuras de nopal, estan su
anatomia y morfologia que se adaptada al déficit de humedad y a climas semiaridos. Por
esto son una alternativa de cultivo en regiones donde dificilmente crecen otras especies.
Actualmente, las plantas de nopal estan distribuidas en casi todo el mundo, en regiones
con ambientes diversos, excepto en las regiones cercanas a los polos y algunos
desiertos. En México, se localizan en las planicies aridas del centro y del norte, y crece
en climas, suelos, altitudes y tipos de vegetacién diferentes. En las zonas semiaridas es
donde se concentra la variacion mayor (Pimienta-Barrios, 1990; Granados y Castafieda,
1991, Saenz, et al., 2006).

En México el cultivo de nopal es importante porque lo consumen humanos y animales;
frutos (tunas) y cladodios tiernos frescos (nopalitos) en el primer caso y los cladodios
maduros (pencas) en el segundo (Callejas-Juarez, 2006). Los nopales también son
materia prima como combustible y para elaborar productos farmacéuticos y cosméticos,
y son hospederos del insecto Dactylopius coccus (cochinilla) que se utiliza para producir

rojo carmin (Stintzing y Carle, 2005).

En México, 24 especies se utilizan con fines diversos, quince de ellas se utilizan como
forraje, seis para la produccién de tuna y tres para produccion de nopal tierno o nopalito
(Valencia-Sandoval et al., 2010). Segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), en 2014 la superficie cultivada para la produccién de nopal forrajero
fue 16,266 ha, para tuna 55,254 ha y para nopalitos 12,038 ha en 2013 (SIAP, 2014).

El género Opuntia tiene gran potencial para utilizarse en la industria alimentaria, destaca
su uso en la elaboracion de productos como: mermeladas, harinas, productos
deshidratados, conservas, jugos, confituras, bebidas alcohdlicas y pigmentos naturales;
el nopal también se usa en plantas procesadoras de aguas negras para clarificar el agua,

como adherente para pinturas, encalados y como cerco vivo (Ewaidah y Hassan, 1992;
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Joubert, 1993; Saenz et al., 1998; Sepulveda et al., 2000; Kanner et al., 2001; Butera et
al., 2002).

Propiedades nutracéuticas

Los nopalitos son los cladodios jovenes de la planta de nopal, los cuales forman parte de
la dieta comun del pueblo mexicano, consumidos comunmente como verdura (Saenz et
al., 2006). Los nopalitos son una excelente fuente de constituyentes naturales que
aportan a la nutricibn y a la salud humana (Betancourt-Dominguez et al., 2006).
Contribuyen con una alta proporcion de agua en la dieta, tienen bajo contenido de sodio
y de lipidos (Saenz et al., 2006), son fuente de vitamina C y de B-caroteno (Betancourt-
Dominguez et al., 2006), minerales (Rodriguez-Félix y Cantwell, 1988) y fibra soluble e
insoluble (Pefna- Valdivia et al., 2012).

El nopal puede ser terapéutico, pues es hipoglucemiante, auxiliar en los trastornos
digestivos, enfermedades cardiovasculares, obesidad e hipocolesterolémico (Binns,
2003; Cummings et al., 2004; Feugang et al., 2006). Las caracteristicas nutracéuticas de
los nopales han despertado interés en mercados europeos Yy asiaticos (Pefia-Valdivia et
al., 2012), pues son benéficos para el tratamiento de diversos padecimientos (Stintzing y
Carle, 2005).

Composicién quimica de Opuntia

La composicion quimica de los cladodios de nopal de dos o tres semanas de edad
(nopalitos) que se consumen como verdura varia con la variedad, especie, época de
cosecha, edad del cladodio, las condiciones ambientales y los factores edaficos del sitio
de cultivo (Rodriguez-Félix y Cantwell, 1988; Stintizing y Carle, 2005; Pefa- Valdivia et
al., 2012). En general, los tejidos frescos de los nopalitos contienen cantidades altas de
agua, fibra y minerales. Hernandez-Urbiola et al. (2011) indicaron que 100 g de nopal (30
cm de longitud) contenian 5.03 g de humedad, 17.65 g de cenizas, 2.16 g de grasa, 11 g
de fibra, 7.07 g de proteinas, 42.94 g de carbohidratos, minerales como Fe, Mg, P, Mn,

Zn, V, Ca, Co, Se. De acuerdo con Maki-Diaz et al. (2015), nopales para exportacion (22
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cm de longitud), tienen acidez (acido malico) de 0.2 %, 0.46 mg de clorofila 100 gy 0.1

mmol de carotenoides g.

Acidez

Una consecuencia de la fotosintesis MAC en los nopalitos es la variacion de la acidez de
acuerdo con la hora del dia, la cual es alta al amanecer y baja rapidamente durante las
primeras horas de la mafiana. La acidez de los nopalitos varia ampliamente, de 0.1 a 0.6
% de acidez titulable, en dependencia de la hora del dia (Rodriguez y Cantwell, 1988).
Las fluctuaciones en la acidez contindan aun después de cosechados y esta en funcion
de la hora del dia (Corrales et al., 2004).

Las variaciones en la acidez se deben al efecto del genotipo, propio de cada especie, en
combinaciéon con factores ontogénicos que afectan la expresion de los atributos
bioquimicos y fisiologicos de la planta (Cushman, 2001a; Dodd et al., 2002). La acidez
también depende de las condiciones ambientales, como la temperatura, la intensidad de
luz (Nobel y Hartsock, 1983), el déficit hidrico, suministro de agua (Dodd et al., 2002), la
edad del tejido y de la planta. La acumulacién de &cidos en nopalitos cosechados en
diferentes horas del dia se ha evaluado por diferentes autores (Razo y Sanchez, 2002;
Corrales-Garcia et al.,, 2004), la acidez de nopalitos para consumo nacional y de
exportacion (Maki-Diaz et al., 2015) y la acidez de nopalitos en un gradiente de

domesticacion (Garcia-Nava et al., 2015).

Carbohidratos no estructurales

En las plantas, los carbohidratos estan clasificados en estructurales y no estructurales.
Los estructurales forman parte de la pared celular (son moléculas complejas, con peso
molecular alto, como mucilagos, pectinas, hemicelulosas y celulosa). Los no estructurales
llamados comunmente carbohidratos solubles en agua o de reserva (almidon
principalmente), se almacenan en 6rganos vegetativos como raices, rizomas, estolones,
tallos. En diferentes plantas se ha encontrado que los carbohidratos no estructurales
totales son principalmente monosacaridos (glucosa y fructosa), disacéaridos (sacarosa) y

polisacéaridos (almidon) (Smith, 1972). Los carbohidratos simples son parte central del
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metabolismo primario, tienen funciones diversas en las plantas, como constituir los
esqueletos carbonados para la biosintesis de ATP, generar energia redox, participar en
la traduccidén de senales, biosintesis de antocianinas, -oxidacion, metabolismo del
nitrogeno, y regulacion procesos diversos, como el desarrollo de las semillas, formacion
de estructuras celulares, floracion y senescencia, entre muchos méas (Yoshida, 2003;
Lalonde et al., 2004).

La sacarosa es la fuente principal de C organico, se almacena en la vacuola o se
metaboliza, es un metabolito y una molécula de sefalizacion (Reca et al., 2008; Wind et
al., 2010; Ruan, 2012; Gao et al., 2014). Durante el dia el disacéarido se sintetiza en el
citoplasma a partir de triosa fosfato provenientes del cloroplasto, por la noche es producto
de la degradacion del almidon (Zeeman et al., 2004, 2010; Padilla-Chacén y Martinez-
Barajas, 2007; Antony y Borland, 2009). La presencia de almidon en los cloroplastos de
tejidos fotosintéticos puede ser simultdnea a la sintesis de sacarosa en el citosol (Zeeman
et al., 2004, 2010). La sacarosa, es sustrato para el metabolismo energético y la
biosintesis de macro-moléculas, que resulta en acumulacion de biomasa, crecimiento y
desarrollo (Wang et al., 2013). El disacarido es clave en la vida vegetal, tanto que una
planta sin sacarosa no es concebible (Salerno y Curatti, 2003). En dependencia de los
requerimientos metabolicos de la planta, la sacarosa puede transportarse, a través del
floema, desde tejidos fotosintéticamente activos (cladodios jovenes en nopal) a tejidos

qgue la demanden (Ruan et al., 2010), como el fruto y los cladodios viejos y senescentes.

Existen mecanismos que permiten a los azUcares proteger a las células durante el estrés
por temperaturas extremas o humedad limitada. En uno de esos mecanismos el grupo
hidroxilo de los azucares pueden sustituir el agua para mantener la interaccion hidrofilica
en membranas y proteinas durante la deshidratacion; lo que permite que los azucares
interactden con proteinas y membranas a traves de los enlaces de hidrogeno, evitan con
ello la desnaturalizacion de las proteinas (Williams y Leopold, 1989; Leopold et al., 1994).
En otro mecanismo, los azlcares contribuyen a la formacién de cristales organicos en el
citoplasma de las células deshidratadas (vitrificacion) (Leopold et al., 1994; Buitink et al.,

1988). Los cristales ayudan a prolongar la longevidad del tejido deshidratado mediante
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un proceso degradativo lento durante el almacenamiento de fotosintatos (Buitink et al.,
1988).

La glucosa es fuente de substratos para la respiracion y el trasporte de electrones en la
mitocondria (Koster y Leopold, 1998). La sacarosa y fructosa se encuentra entre los
metabolitos hidrofilicos que se acumulan en reaccién al déficit hidrico, ya que pueden
participar en el ajuste osmaético (Chen y Murata, 2002). Kerepesi y Galiba (2000) indicaron
que la participacion de los azlcares reductores, como glucosa y fructosa, en el
mecanismo de adaptacion a estrés es objeto de controversia, e incluso su acumulacion
puede ser perjudicial para los tejidos de la planta. Pero Hoesktra et al. (2001) aseguraron
gue la acumulacién de los azucares solubles, como la glucosa, fructosa y sacarosa, esta
relacionada con la adquisicion de la tolerancia a la sequia en las plantas.
Especificamente, la fructosa, ademas de ser un carbohidrato de reserva, influye
directamente en el proceso de crecimiento de las plantas (Pilon et al., 1995) y se ha
identificado como azucar importante en los procesos metabdlicos de las plantas durante
su adaptacion al estrés por frio y por sequia (Pontis, 1989; Pollock y Cairns, 1991;
Hendry, 1993; Pilon et al., 1995).

En el fruto de mandarina (Citrus unshiu Marc.) “Satsuma” se evidencido que las
concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa incrementaron en reaccion al estrés por
humedad restringida en el suelo, y como una de las moléculas que participaron en el
ajuste osmatico (Yakushiji et al., 1996). Las plantulas de frijol del cv. Pinto Villa (resistente
a sequia) en condiciones de sequia (potencial de humedad del suelo de -2.17 MPa)
acumularon mas glucosa, fructosa y sacarosa que las de Bayo Madero (susceptible a
sequia) (Herrera-Flores et al., 2012). También en frijol de Palo (Cajanus cajan) en estrés
por déficit de humedad se observé alteracion en los niveles de carbohidratos, como
sacarosa, glucosa, fructosa y el almidén (Keller y Ludlow, 1993). Nayer y Reza (2008)
demostraron que la concentracion de azlcares solubles en la raiz y el vastago en dos
variedades de maiz aumentd cuando el potencial hidrico disminuy6 a -1.76 MPa. El efecto
del estrés por sequia en los carbohidratos varia entre las especies y los tejidos de la

planta; en plantas de frijol en estrés por sequia, no se altero la concentracion de fructosa
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y glucosa en la hoja durante el periodo de llenado de grano (Brevedan y Egli, 2003),
mientras que en las hojas, flores y vainas de soya, fructosa y glucosa incrementaron (Liu
et al., 2004).

Dominguez-Lopez (1996) sefald que cladodios tiernos de nopal O. ficus-indica contienen
entre 4.0 y 6.5 % de azucares reductores. Por su parte Andreu et al. (2017) demostraron
que el contenido de glucosa y fructosa en cladodios de O. ficus-indica de un afio de edad
fue de 36.2y 4.91 g L' y para cladodios de 2 afios de edad erade 21.6 y 117 g L1. Por
su parte Astello-Garcia et al. (2015) encontraron que el contenido de azucar total en O.
streptacnatha, O. hyptiacantha y O. megacantha fue de 54.7, 36.0 y 66.4 mg g%, mientras
que las especies con mayor domesticacion, O. albicarpay O. ficus-indica tuvieron un 28.3

y 38 mgg?l

El almidon compuesto de dos polimeros: amilasa (30 %) y amilopectina (70 %), ambos
de (1-4)-a-D-glucano; la amilasa es una molécula lineal ligeramente ramificada y la
amilopectina es altamente ramificada (Morell y Copeland,1985). La degradacion del
almidon transitorio se detiene durante el dia (Zeeman et al., 2002; Streb et al., 2009) y
durante la noche se hidroliza, a tasas mas o menos constantes. Los granulos de almidon
no afectan la osmolaridad y las plantas almacenan grandes cantidades de este

polisacarido sin alterar el equilibrio hidrico de las células (Ball y Morell, 2003).

La hidrolisis consiste en el rompimiento de los enlaces glicosidicos por una molécula de
agua, para producir glucosa que después es utilizada en la respiracién celular para
producir energia y la sintesis de sacarosa (Pellerchi et al., 1997; Vu et al., 1998). Como
lo observaron Fredeen et al. (1991) y Zrenner y Stitt (1991) en plantas de girasol

(Helianthus annuus) y espinaca (Spinacia oleracea).

Por su parte Herrera-Flores et al. (2012) demostraron que la concentracion de almidén
en la radicula de frijol cv Pinto Villa (resistente a sequia) disminuy6 por el proceso de
degradacion y dio lugar a la sintesis y acumulacién de glucosa, fructosa y sacarosa,

principalmente en el potencial de agua de -2.07 MPa, en donde se tuvo una acumulacion
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de azlcares de 18.49 mg g pf, mientras que el cv. Bayo Madero tuvo 13.03 mg g* pf en
el potencial de -1.29 MPa.

Fenoles totales

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, pero con un rol en el crecimiento,
reproduccion, proteccion contra patdogenos y predadores en las plantas (Balasundram et
al., 2006; Neilson et al., 2013). Los compuestos fendlicos se han asociados con efectos
benéficos para la salud humana, a través de su capacidad antioxidante, derivado del
consumo de frutas y vegetales (Heim et al., 2002; Parr y Bolwell, 2000). El género Opuntia
es fuente de compuestos fendlicos; ya que se ha identificado en semillas, pulpa, cascara,
cladodios y flores (Guevara-Figueroa et al., 2010; Moussa-Ayoub et al., 2014; Benayad
et al., 2014; Jiménez-Aguilar et al., 2015; Astello-Garcia et al., 2015; Pichereaux et al.,
2016).

Guevara-Figueroa et al. (2010); determinaron que el contenido de fenoles totales en los
cladodios de especies silvestres Opuntia fueron (17.8 a 19.9 mg g?) significativamente
mayores que los de las especies comerciales (5.25 y 11.7 mg g). Pichereaux et al.
(2016) también cuantificaron contenido mayor de fenoles (65.1 umol g™') en O.

streptacantha que en O. megacantha y O. ficus-indica (57.8 y 56.7 umol g™").

Aminoécidos

Los aminoacidos son los componentes que forman las proteinas. Los aminoacidos
participan en diversos procesos del metabolismo primario y secundario de las plantas,
como el metabolismo de la glucosa, la produccion de ciertas hormonas, contribuyen al
crecimiento y reparacion de los tejidos, y pueden ser osmoprotectores (Salisbury y Ross,
1994; Martinez, 2010).

En las plantas el requerimiento de aminoacidos es permanente en todo el ciclo vital. Estos
compuestos desempefian funciones en la sintesis de proteinas, en la formacién de
algunas fitohormonas, asi como en la regulacion del balance hidrico en las plantas en

situaciones de estrés y como moléculas quelantes de cationes necesarios para el
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desarrollo vegetal y germinacion (Cervantés, 2008). Los tejidos foliar o radicular de las
plantas pueden absorber aminoacidos libres y péptidos de peso molecular bajo (Gomis
et al., 1987).

Las plantas en estrés por factores como sequia, salinidad, temperaturas bajas o dafos
por patdégenos activan mecanismos para sobrevivir (Shulaev et al., 2008). Genes y
productos, entre los que destacan los aminoacidos, se acumulan frecuentemente en
respuesta al estrés (Hassan et al., 1994); estos compuestos, como la prolina, tienen
funciones diversas, una de ellas es osmoproteccion y confieren tolerancia al estrés
(Shulaev et al., 2008). La prolina, ademas de formar parte de las proteinas, las células la
acumulan en reaccion a ciertos tipos de estrés, por lo que se utiliza frecuentemente como
indicador de estrés, hidrico y salino (Hassine et al., 2008; Saglam et al., 2008); ademas,
se relaciona con el estrés causado por patégenos en las plantas (El-Hendawy, 1999). La
prolina también se considera estabilizadora de proteinas y membranas, activadora de
genes relacionados con el estrés osmotico (lyer y Caplan, 1998) y fuente de carbono y
nitrégeno, pues es facilmente aprovechable durante la rehidratacion celular (Brugiere et
al., 1999).

Sharp et al. (1990) demostraron que la concentracién de aminoacidos fue superior en la
region meristematica del vastago de maiz, que en las regiones maduras de plantas en
potenciales hidricos bajos, y entre los principales aminoacidos que detectaron estaban
prolina, betalina, glutamina, glutamato y asparagina. Sanchez-Urdaneta et al. (2005)
determinaron que el contenido de prolina en la region de divisién celular de la raiz de
plantulas de maiz sensible y tolerante a sequia fue mayor (5.64 y 6.96 umol 100 mg™ de
tejido seco) que en la region de diferenciacién y que ocho ciclos de seleccién recurrente
de maiz Tuxpefio para tolerancia a la sequia indujeron reduccién del contenido de prolina
en la region de diferenciacion de raiz, pero su aumento significativo en la region de
division celular cuando las plantulas crecen sin restricciéon de humedad pero se acumula

cuando el potencial de agua disminuye.
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Entre los aminoacidos libres en cladodios de O. ficus-indica glutamina fue el mas
abundante, le siguieron valina y serina, reportaron que glicina y arginina fueron los

aminoacidos predominantes en cladodios de nopal (Lee et al., 1997).

Proteinas

Entre las aplicaciones del contenido de proteina total o soluble en los tejidos de las
plantas esta la actividad metabdlica global de los tejidos; en general, la actividad mayor
se desarrolla con mas proteinas y viceversa (Nobel, 1983). Ademas, las condiciones
ambientales, como temperatura, ciclo del dia (luz u oscuridad) y disponibilidad de agua
modulan la sintesis de proteinas en Opuntia (Nobel e Israel, 1994; Drennan y Nobel,
2000). El contenido de proteinas totales en cladodios de Opuntia es de 4 -10 g 100 g*
determinadas en base seca, mientras que muestras evaluadas en peso fresco su
contenido es de 0.5 -1.0 g 100 g (Stintzing y Carle 2005).

Astello-Garcia et al. (2015) determinaron el contenido proteico en Opuntia, encontrando
que el contenido mayor lo presento O. hyptiacantha "San pedreiia” y O. ficus-indica
"Atlixco" (12.57%), mientras que el contenido proteico mas bajo se encontré en O. ficus-
indica "Copena V1" (9.34%). En las variantes de O. albicarpa no se observaron
diferencias (11.2-11.97%). Valores similares han sido reportado para O. ficus-indica
"Milpa Alta” (12.9%) y O. ficus-indica "Atlixco" (13.84%) (Ramirez-Moreno et al., 2011).

Por su parte Hernandez-Urbiola et al. (2011) reportaron que los valores mas bajos en el
contenido de proteinas totales (5.85 - 8.99%) se describieron para los cladodios maduros
de O. ficus-indica de 40 a 135 dias, esto coincide con Stintzing y Carle (2005), que
mencionan que los cladodios mas jovenes de Opuntia muestran un mayor contenido de
proteinas. Pichereaux et al., (2016) observaron que aproximadamente la mitad de las
proteinas encontradas en Opuntia correspondian a las involucradas a los procesos
metabalico, en las especies silvestres O. streptacantha, O. hyptiacantha y O. megacantha
con un porcentaje en un rango de 47.2% a 48.4%, en tanto que en O. albicarpay O. ficus-
indica tuvieron los valores mas bajos (44.4% y 45.8%). Proteinas relacionadas con la

defensa y las respuestas a estimulos fueron mas representadas en O. streptacantha
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(13.1%) y O. hyptiacantha (13.9%) y que aproximadamente la mitad de las proteinas de

Opuntia corresponden a los procesos metabdlicos

Invertasas

La sacarosa, asi como los productos de su hidrdlisis, glucosa y fructosa; regulan del
desarrollo de las plantas, asi como la respuesta al estrés abiético y bidtico, a través de la
asignacion de carbono y la sefalizacién del azucar (Roitsch y Gonzalez 2004; Ruan et
al., 2010; Wang et al., 2014). La utilizacién de la sacarosa como fuente de carbono y
energia depende de su hidrolisis hasta hexosas. La sacarosa es hidrolizada por dos
diferentes enzimas: (1) sacarosa sintasa (Sus EC 2.4.1.13) que hidroliza reversiblemente
a la sacarosa en UDP-glucosa y fructosa en presencia de UDP (Uridina 5-difosfato) y
actua principalmente para mantener la resistencia del sumidero (Xu et al., 2012) y en la
sintesis de productos de almacenamiento, tales como almiddén y celulosa (Chourey et al.,
1998; Coleman et al., 2009); (2) invertasa (INV EC 3.2.1.26) hidroliza irreversiblemente
la sacarosa en glucosa y fructosa, implicada principalmente en el desarrollo de plantas y
metabolismo del carbono primario (Sturm 1999; Zhang et al., 2003; Ruan et al., 2010;
Kulshrestha et al., 2013; Wang et al., 2014).

La invertasa estd ampliamente distribuida entre la biosfera. Se caracteriza principalmente
en plantas y microorganismos. Saccharomyces cerevisiae es la principal cepa utilizada
para la produccién de invertasa comercial (Kulshrestha et al., 2013). Las plantas
superiores contienen varias isoformas de invertasa, que se distinguen por su localizacion
sub-celular, solubilidad (soluble o insoluble en tampo6n de baja fuerza iénica), pH éptimo
y punto isoeléctrico (Sturm y Chrispeels, 1990). Son glicoproteinas, estables a 50 °C, los
cationes como Hg?*, Ag*, Ca?*, Cu?*, muestran una marcada inhibicién de la enzima (Al
y Haqg 2007). Las funciones fisioldgicas de las isoformas de invertasa son complejas y
dependen del tipo de tejido y de su localizacion sub-celular (Roitsch y Gonzéalez 2004).

Basadas en su pH 6ptimo, las invertasas se clasifican en: invertasas acidas con un pH
optimo de 3.5 a 5.5, e invertasas alcalinas/neutras con un pH optimo de 6.5 a 8.0 (Lee y

Sturm, 1996; Jing et al., 2014; Qian et al., 2016). Las invertasas acidas son proteinas
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glicosiladas y son [-fructofuranosidasas, que hidrolizan a la sacarosa y otros
oligosacaridos que contienen B-fructosa, como rafinosa y estaquiosa (Sturm, 1999;
Fotopoulos 2005). Se considero que las invertasas alcalinas/neutras hidrolizaban solo a
la sacarosa, y no se consideran B-fructofuranosidasas (Sturm, 1999). Sin embargo, varias
investigaciones han demostrado que estas enzimas pueden ser consideradas como 3-
fructofuranosidasas (Van den Ende y Van Laere 1995; Lee y Sturm, 1996; Lin et al.,
1999).

Por su localizacién sub-celular las invertasas se dividen en: (1) invertasa de pared celular,
denominada también como invertasa &cida insoluble, con un pH éptimo de 3.5 a 5.0, (2)
invertasa vacuolar, llamada también como invertasa acida soluble, con un pH 6ptimo de
4.5 a 5.5, (3) invertasa citosolica (invertasa neutral o alcalina), con pH 6ptimo de 6.5 a
8.0 y con caracteristicas de solubilidad (Roitsch y Gonzéalez 2004; Vargas et al., 2007).
Antes de 2005, se creia que la invertasa citosolica se localizaba exclusivamente en el
citosol (Ji et al., 2005), en los ultimos afios se ha demostrado que algunas de ellas, estan
presentes en las mitocondrias, plastidios, cloroplastos y el nucleo (Murayama y Handa,
2007; Vargas et al., 2008; Vargas y Salerno, 2010; Xiang et al., 2011) lo que sugiere que
desempefian papeles especificos en la particibn de carbono intracelular. Ademas, las
enzimas citosolicas han sido consideradas como enzimas de "mantenimiento” que
proporcionan sustrato para el ciclo del acido tricarboxilico en tejidos en los que las
actividades de invertasa acida o sacarosa sintasa son bajas o insuficientes (Winter y
Huber, 2000; Roitsch y Gonzélez, 2004).

En Arabidopsis, la invertasa neutral/alcalina tiene funcion clave en la sefalizacion (Lou
et al., 2007), el crecimiento radicular (Barratt et al., 2009), el desarrollo del aparato
fotosintético, y la asimilacion de nitrégeno (Maruta et al., 2010; Tamoi et al., 2010),
defensa contra el estrés oxidativo (Xiang et al., 2011). En arroz, es esencial para la
fijacion normal de semillas y la utilizacion de sacarosa en la raiz (Jia et al., 2008). Xiang
et al. (2011) demostraron que las invertasas neutra/alcalina son parte del sistema

antioxidante involucrado en la homeostasis de las especies de reactivas de oxigeno.
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La invertasa vacuolar esta implicada en la acumulacion de hexosas y la expansion celular,
afectando la contribucion osmoética y facilitando la afluencia de agua para promover la
expansion celular (Ruan et al., 2010). La actividad de la invertasa vacuolar, pueden ser
regulada por el pH dentro de la vacuola a través de la modulacién de la actividad de
H*/antiporte de azucar en el tonoplasto u otros transportadores como potasio, cloruro y
malato (Wang et al.,, 2014; Ruan, 2014). Se ha observado que la sobreexpresion o
supresion de genes de invertasas vacuolares en tejidos sumideros en frutos de tomate
(Lycopersicon esculentum) uva (Vitis vinifera L.) y papa (Solanum tuberosum), tiene un
efecto en la acumulacién de hexosa y sacarosa (Klann et al., 1993, 1996; Davies y
Robinson, 1996; Greiner et al., 1999). Ademas del rol fundamental en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, la invertasa vacuolar ha sido reportada en numerosas
investigaciones en maiz (Zea maysL.) tomate (Lycopersicon esculentum), papa
(Solanum tuberosum), con un papel en la regulacion de la resistencia de las plantas bajo
estrés abiodtico y bidtico (Zeng et al., 1999; Kim et al., 2000; Schaarschmidt et al., 2006;
Liu et al., 2011; Tauzin y Giardina 2014).

Dado que los sustratos y productos de reaccion de las invertasas son tanto nutrientes
como moléculas de sefializacion que regulan una variedad de genes en diferentes vias
fisiol6gicas, induciendo la biosintesis de otras sustancias osmoprotectoras en respuesta
a condiciones desfavorables, por ello, no es sorprendente que las invertasas afecten al
desarrollo normal de la planta en respuestas a estimulos ambientales (Koch 1996; Sheen
et al., 1999). Asi, las invertasas son consideradas enzimas claves para el desarrollo de
la planta y la respuesta al estrés (Hare et al., 1998; Bolouri-Moghaddam et al., 2010; Ruan
et al., 2010; Ruan 2014). Por lo que se considera que la actividad enzimatica es clave

para la vida de las plantas (Huang et al., 2007).
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CAPITULO I. EFECTO DEL RIEGO Y FASE MAC EN LAS CARACTERISTICAS
BIOQUIMICO-FISIOLOGICAS DE NOPALITOS EN UN GRADIENTE DE
DOMESTICACION

1.1 RESUMEN

La domesticacion, es un proceso evolutivo en el que las plantas cambian caracteres
genéticos, morfologicos vy fisioldégicos, que repercuten en sus caracteristicas quimicas
diferentes respecto a sus congéneres silvestres. El objetivo de este estudio fue identificar
diferencias y semejanzas en caracteristicas bioquimico-fisiolégicas en cladodios jovenes
de 12 variantes, de cinco especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacién y su
relacion con la fase diurna y vespertina del ciclo del metabolismo &cido crasulaceo (MAC).
La hipotesis fue que el contenido de acido malico, azlucares solubles, almidén, fenoles
totales, aminodcidos libres, proteinas solubles, biomasa y actividad de invertasa acida y
neutra se relacionan directamente con el nivel de domesticacion y la fase MAC. El estudio
incluyé cladodios de 3 a 4 semanas de edad, cosechados al final de la fase | de MAC (7
h) y fase Ill (15 h), de plantas con riego, potencial de agua del suelo (Wa del suelo) de -
0.17 MPa de 12 variantes de O. streptacantha, O. hyptiacantha, O. megacantha, O.
albicarpa y O. ficus-indica. El disefio experimental fue factorial, completamente al azar,
12 x 2 (variantes y fase MAC). La unidad experimental fue un cladodio de plantas
independientes, con cuatro repeticiones. Las variables analizadas fueron el contenido de
acido malico, glucosa, fructosa, sacarosa, almidén, fenoles totales, aminoéacidos libres,
proteina soluble, biomasa y la actividad de invertasa &cida y neutra. Las variantes, fase
MAC e interaccion entre los factores variantes x fase MAC, fueron altamente significativas
(p=0.0001) para las 11 variables. La excepcién fue fase MAC para sacarosa (p = 0.8709).
Las variantes de O. hyptiacantha tuvieron el contenido mayor de proteinas (0.74 mg 100
mg?) y fenoles totales (19 pmolas g?), con la diferencia varietal menor (4 %). Las
especies O. albicarpay O. ficus-indica, con nivel mayor de domesticacion, presentan mas
almidon y biomasa seca (40 %) y menos glucosa y fructosa (30 %) que la silvestre O.
streptacantha. Los contenidos de almidon y biomasa en nopalitos varian en dependencia
directa con el nivel de domesticacion, y glucosa, fructosa, fenoles totales y la actividad
de invertasa acida varian en dependencia opuesta con el nivel de domesticacion.

Palabras claves: variantes, riego, fase MAC, caracteriticas bioquimico-fisiologicas.
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1.2 ABSTRACT

Domestication is an evolutionary process in which plants change genetic, morphological
and physiological characters, which affect their different chemical characteristics with
respect to their wild congeners. The objective of this study is to identify differences and
similarities in biochemical-physiological characteristics in young cladodes of 12 variants,
of five Opuntia species, in a gradient of domestication and its relation with the diurnal and
vespertine phase of the crasulaceo acid metabolism (CAM). The hypothesis was that the
content of malic acid, soluble sugars, starch, total phenols, free amino acids, soluble
proteins, biomass and acid and neutral invertase activity are directly related to the level
of domestication and the phase CAM. The study included cladodes from 3 to 4 weeks of
age, harvested at the end of phase | CAM (7 h) and phase Il (15 h), from irrigated plants,
soil water potential (Ww from soil) of -0.17 MPa of 12 variants of O. streptacantha, O.
hyptiacantha, O. megacantha, O. albicarpa and O. ficus-indica. The experimental design
was factorial, completely randomized, 12 x 2 (variants and phase CAM). The experimental
unit was a cladode of independent plants, with four repetitions. The variables analyzed
were the content of malic acid, glucose, fructose, sucrose, starch, total phenols, free
amino acids, soluble protein, biomass and acid and neutral invertase activity. The
variants, phase MAC and interaction between the variant factors x phase CAM, were
highly significant (p < 0.0001) for the 11 variables. The exception was phase CAM for
sucrose (p = 0.8709). The O. hyptiacantha variants had the highest protein content (0.74
mg 100 mg-1) and total phenols (19 pmoles g-1), with the minor varietal difference (4 %).
The species O. albicarpa and O. ficus-indica, with a higher level of domestication, have
more starch and dry biomass (40 %) and less glucose and fructose (30 %) than the wild
O. streptacantha. The contents of starch and biomass in nopalitos vary in direct
dependence on the level of domestication, and glucose, fructose, total phenols and acid
invertase activity vary in opposite dependence with the level of domestication.
Keywords: variants, irrigation, phase MAC, biochemical-physiological characteristics.
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1.3 INTRODUCCION

La domesticacion de plantas y animales parece la innovacion mas importante en la
historia de la humanidad, porque es parte del desarrollo y crecimiento de las primeras
civilizaciones (Harlan, 1992). La domesticacion es un proceso evolutivo y dinamico que
modifica el bagaje genético de plantas y animales. Este proceso conduce a cambios
bioquimicos, fisioldgicos y morfolégicos continuos que les permite diferenciarse de sus
antecesores (Harlan, 1992; Otero-Arnaiz et al., 2005). La fuerza evolutiva principal de la
domesticacion es la seleccion artificial (Meyer et al., 2012; Guillen et al., 2013), que
conduce a adaptacion mayor de plantas y animales para el cultivo o la cria, con rasgos
deseables para los humanos, al facilitar la cosecha y modificar el sabor, las cualidades
nutricionales, el contenido de metabolitos secundarios, u otros (Gepts, 2004; Meyer et al.,
2012).

México es rico en variantes de Opuntia, con grado diferente de domesticacion. Reyes-
Aguero et al. (2005) recolectaron muestras de variantes utilizadas por sus nopalitos,
frutos y cladodios maduros, en 31 localidades de siete estados de la Altiplanicie
Meridional de México. Estos autores evaluaron 42 atributos morfolégicos que les
permitieron reconocer un gradiente de domesticaciéon en Opuntia. Este incluyé a O.
streptacantha y O. hyptiacantha como especies silvestres, O. megacantha como
semidomesticada y O. albicarpa y O. ficus-indica con el nivel de domesticacion mayor.

El nopal (Opuntia) esta ligado a la historia de México y Mesoamérica, porque en esta
regién esta su centro de origen genético (Saenz et al., 2006). El uso del nopal por la
humanidad en México desde épocas prehispanicas estd documentado. Las plantas de
nopal fueron importantes para la economia agricola del imperio Azteca; actualmente,
ademas de la importancia econémica en algunas regiones donde se produce, también
representa una imagen caracteristica e iconica que simboliza la cultura mexicanay se le
considera un recurso genético de gran valor, que México dio al mundo (Flores et al., 1995;
Anaya, 2001; Corrales y Flores, 2003; Méndez et al., 2004; Betancourt-Dominguez et al.,
2006; Maki et al., 2015).
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En México el nopal se cultiva para consumo humano y como forraje (Callejas-Juéarez,
2006; Maki et al., 2015). Los nopales también son combustible y materia prima para
productos farmacéuticos y cosméticos, y son hospederos del insecto Dactylopius coccus
(cochinilla) que se utiliza para producir rojo carmin (Stintzing y Carle, 2005). En México,
24 especies se utilizan con fines diversos, quince de ellas se usan como forraje, seis para
la produccion de tuna y tres para produccion de nopal tierno o nopalito (Valencia-
Sandoval et al., 2010).

Los nopalitos son los cladodios jovenes de la planta de nopal, los cuales forman parte de
la dieta comun de ciertos sectores mexicanos, en México y en el extranjero consumidos
comunmente como verdura (Séenz et al.,, 2006; Maki et al., 2015). Los nopalitos son
fuente de ciertos nutrientes para humanos (Betancourt-Dominguez et al., 2006; Pefia-
Valdivia et al., 2012), fuente de vitamina C y de B-caroteno (Betancourt-Dominguez et al.,
2006), minerales (Rodriguez-Félix y Cantwell, 1988) y fibra soluble e insoluble (Pefia-
Valdivia et al., 2012); ademas, contienen poco sodio y lipidos (S4enz et al., 2006).

El nopal puede ser terapéutico, pues es hipoglucemiante, auxiliar en los trastornos
digestivos, enfermedades cardiovasculares, obesidad e hipocolesterolémico (Binns,
2003; Cummings et al., 2004; Feugang et al., 2006). Las caracteristicas nutracéuticas de
los nopales han despertado interés en mercados europeos, asiaticos y norteamericanos
(Pena-Valdivia et al., 2012; Maki et al., 2015), por su beneficio para el tratamiento de

diversos padecimientos (Stintzing y Carle, 2005).

Para avanzar en el conocimiento de las reacciones de las pantas al ambiente es
necesario identificar los mecanismos con los que las plantas se adaptan a los cambios
climaticos (Palta, 1990) y a los procesos de seleccién, por los humanos durante la
domesticaciéon (Pefia-Valdivia et al., 2011). Los cambios en el proceso de domesticacion,
podria detectarse en dos grandes grupos de componentes del metabolismo de las
plantas. En el primer caso estan los del metabolismo primario, como los carbohidratos no
estructurales, entre los que estan glucosa, fructosa, sacarosa y almidén, y otros
componentes celulares como los aminoacidos, y las proteinas. El segundo caso se refiere

a los componentes clasificados como integrantes del metabolismo secundario, como los
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fenoles y numerosos aminoacidos, que tiene un papel en la adaptacion de las plantas al
ambiente y en la reaccion a las condiciones de estrés (Akula y Ravishankar, 2011). En

ambos casos el conocimiento de la participacion de las enzimas en el metabolismo de la
sacarosa, como las invertasas, es relevante por el papel central de este azucar en los

procesos de “fuente-demanda” (Ruan et al., 2010).

El género Opuntia se caracteriza por su metabolismo acido crasulaceo (MAC). Este es
uno de los tres modos de asimilacion fotosintética del CO2 atmosférico, que evoluciond
del metabolismo tipo C3 (Silvera et al., 2010; Winter et al., 2015; Heyduk et al., 2016).
Las plantas MAC muestran la capacidad para crecer eficientemente en ciertas
condiciones ambientales, como aridos, semiaridos o epifiticos (Heyduk et al., 2016). Los
rasgos deseables para productividad mayor y conservacion del agua en plantas MAC,
como Opuntia, es atribuirse a dos procesos de carboxilacion, separados temporalmente
es el ciclo de 24 h (Cushman et al., 2015). Ademas, estas plantas muestran otras
caracteristicas que les permite desarrollarse en esos ambientes, como tasas de
fotorrespiracion imperceptibles y eficiencia en el uso del agua de cinco a diez veces
mayor al de las plantas con metabolismo fotosintético C4, que resulta de la permanencia
de los estomas cerrados la mayor parte del periodo diurno. Asi, las plantas MAC son
altamente productivas en regiones aridas y semiaridas, en los que las plantas con
fotosintesis C3 y C4 no prosperan (Herppich y Pekman, 2000; Cushman, 2001; Nobel,
2001; Andrade, 2007). Por lo anterior, la expresion del MAC en los cladodios depende de
la especie, la variante y horario de cosecha (Acevedo et al., 1983; Corrales-Garcia et al.,
2004; Garcia-Nava et al., 2015).

Una caracteristica tipica de las plantas MAC es la acumulacion de acidos organicos en
la noche y su descarboxilacién durante el dia, con liberacion de CO2 (Dodd et al., 2002).
Ya que este se fija por la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco) a través
del ciclo de Calvin-Benson, en el cloroplasto, se sintetiza carbohidratos que pueden
cuantificarse y conocer los contenidos relativos de las pozas de C, y su cambio durante
el dia, en los tejidos fotosintéticos (Dodd et al., 2002; Borland et al., 2014).
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En Opuntia los contenidos de acido malico en horas determinadas o durante el ciclo de
24 h se han documentado ampliamente (Corrales-Garcia et al., 2004; Maki et al., 2015).
En contraste, los contenidos de azlcares, polisacaridos, compuestos nitrogenados y
fenoles totales se conocen parcialmente (Guevara-Figueroa et al., 2010; Astello-Garcia
et al., 2015; Pichereaux et al., 2016). Ademas, los contenidos y cambios en el género
Opuntia y su relacion con el proceso de domesticacion no se han investigado. Ese
conocimiento puede complementarse con el de la actividad de enzimas relacionadas con
la dinamica de sintesis y degradacion de los metabolitos, como las invertasas. Estas
enzimas desempefian funciones mdultiples en el metabolismo primario del carbono, el

crecimiento, el desarrollo, y la respuesta al estrés de las plantas (Ruan et al., 2010).

La relacion entre especies y variantes en el gradiente de domesticacion podra ayudar a
entender los cambios que suceden durante la domesticacion del género; por lo que, el
objetivo de esta investigacion fue identificar diferencias y semejanzas en caracteristicas
bioquimico-fisiologicas en cladodios jévenes de 12 variantes, de cinco especies de
Opuntia, en un gradiente de domesticacion y su relacion con la fase diurna y vespertina
del ciclo MAC. La hipétesis fue que el contenido de acido mélico, azlcares solubles,
almiddn, fenoles totales, aminoacidos libres, proteinas solubles, biomasa y actividad de
invertasa acida y neutra se relacionan directamente con el nivel de domesticacion y la
fase MAC.

1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Material vegetal

Plantas de 6 afios de edad, de doce variantes de cinco especies de Opuntia se
mantuvieron en suelo con riego y con un potencial de agua del suelo (\Wa del suelo) de -
0.17 MPa en las condiciones descritas por Garcia-Nava et al. (2015). Las plantas
crecieron en macetas de 19 L de capacidad, con una mezcla de suelo y grava tezontle,
distribuidas al azar en un invernadero del Postgrado en Botanica, del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 27' 40" N, 98° 54'
19" O, altitud de 2352 m). La temperatura y humedad relativa promedio diurna/nocturna
dentro del invernadero, durante el crecimiento de los cladodios fueron 35/13° C y 35/77
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%. El Wa del suelo se determind en tres muestras de cada tratamiento con un medidor de
WA (Dewpoint Potential Meter, WP4C, EE.UU.).

Las variantes y especies silvestres del estudio fueron Cardona de Castilla de O.
streptacantha, San Pedrefia y Amarilla Olorosa de O. hyptiacantha, con domesticacion
intermedia, Rojo Lirio, Rubi Reyna y Amarillo Platano de O. megacantha, y con grado
mayor de domesticacion, Copena Z1, Naranjon Legitimo y Villa Nueva de O. albicarpa y
Copena V1, Rojo Vigor y Atlixco de O. ficus-indica. Los cladodios analizados tenian
longitud promedio de 25 cm + 3 cm se cosecharon al final de la fase | de MAC (7 h) y en
la fase Il (15 h); la excepcion fue la variante Ruby Reyna que a las 15 h no se evalud por

falta de repeticiones.

Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Biofisica y Fisiologia Vegetal Ambiental
del Postgrado en Botanica, del Colegio de Postgraduados, en muestras liofilizadas
(Labcono® modelo Free Zone 6, Kansas City, MO, EE.UU.) y trituradas.

1.4.2 Variables evaluadas
1.4.2.1 Acido malico
El contenido de acido malico se cuantific6 con el método de la Asociacién Oficial de

Quimica Analitica (AOAC, 1990). Muestras de 10 mg se resuspendieron en 5 mL de agua
destilada, se centrifugaron a 4 000 g por 10 min. Alicuotas de 2 mL del sobrenadante se

titularon con NaOH 0.01 N y fenolftaleina como indicador. La concentracion se calculd

con la ecuacion:

(mL de NaOH)(Concentracién del NaOH)(0.067)(Vol. total)(100)

Acido malico (%) =
cido malico (%) (Peso de la muestra en g)(Volumen en mL de la alicuota)

1.4.2.2 Azucares solubles y almidén
Muestras de 25 mg de cladodio deshidratado y triturado se homogenizaron con 800 pL

de etanol al 80 % en agua (v/v), calentaron a 80 °C en bafio maria por una hora y
centrifugaron a 13 000 g por 10 min. En 5 pL de la fraccion soluble se determiné el

contenido de glucosa, fructosa y sacarosa, en la fraccién insoluble se cuantifico el
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almidon. Los azucares se cuantificaron a 340 nm, en secuencia con hexoquinasa (EC
2.7.1.1) a 1 U mL?, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) a 1 U mLY,
fosfoglucosa-isomerasa (EC 5.3.1.9) a1 U mL* e invertasa (EC 3.2.1.26) a1 U mL™2. El
extracto etandlico se mezclé con 200 uL HEPES-NaOH 500 mM (pH 8.0), KCI 200 mM,
MgCl2 200 mM, ATP 1 mM y NAD* 0.3 mM. Las determinaciones se hicieron en un
espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.) y una
curva estandar de glucosa a 5 mM (Padilla-Chacoén et al., 2017).

Para cuantificar el almidén, la fraccion insoluble se resuspendié en 750 uL de agua
destilada, calent6 a bafio maria a 90 °C por 4 h. A las muestras se adicion6 a-amilasa
(EC 3.2.1.1) (0.5 U) y B-glucosidasa (EC 3.2.1.2.1) (5 U) en un medio con acetato de
sodio 200 mM (pH 5.5). Las muestras se mantuvieron a 37 °C por 12 h. La glucosa se
cuantificé con el método enzimético descrito antes. El factor de conversion para calcular

el contenido de almiddn fue 0.90 (Pefia-Valdivia y Ortega-Delgado, 1991).

1.4.2.3 Fenoles totales

El contenido de fenoles totales se evaludé por el método descrito por Magalhaes et al.
(2010) con modificaciones. 25 g de muestra se homogenizaron con 800 uL de etanol al
80 % en agua (v/v), se calentaron a 80° C en bafio maria por 1 h y se centrifugaron a 13
000 g por 10 min. A 50 pL del extracto etandlico se adicionaron 50 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu, diluido con agua destilada (1:20 v/v) y 100 uL de NaOH 0.175 M. La
mezcla se mantuvo a 30 °C por 3 min. La absorbancia a 620 nm se determiné en un
espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.). La
curva estandar de acido géalico a 1 mM se utilizé para calcular el contenido de fenoles
totales. La concentracion en el tejido deshidratado se expresé en pumolas g

1.4.2.4 Aminoacidos libres
El contenido de aminoacidos libres se cuantificé con el método modificado descrito por

Jones et al. (2002). Muestras de 25 mg homogenizadas con 800 uL de etanol al 80 % en
agua (v/v) se calentaron a 80° C, por 1 hora, en bafio maria, se centrifugaron a 13 000 ¢

por 10 min. A 50 pL del extracto etandlico se mezclé con 50 pL de etanol al 80 % y 75 L
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de un medio que contenia acetato de sodio 4 M (pH 5.2), dimetil sulfoxido y ninhidrina.
Las muestras se calentaron a 80 °C por 30 min, se adicionaron 100 pL de etanol al 50 %
y la absorbancia se midié a 620 nm en un espectrémetro de microplacas (Multiskan FC,
Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.). Las concentraciones se calcularon con una curva

estandar de glicina 1 mM.

1.4.2.5 Proteina soluble
El contenido de proteina soluble se determind con el método propuesto por Bradford

(1976) en microplacas y curva estandar de albumina de suero bovino (0.5 mg mL™).

1.4.2.6 Actividad de invertasa acida y neutra

La actividad de la invertasa soluble acida y neutra se determin6 con el método descrito
por Nagele et al. (2010) con algunas modificaciones. En este caso, 120 mg de muestra
se homogenizaron con 2 mL de Hepes-KOH 50 mM (pH 7.5), que contenia MgCl2 5 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, PMSF 1 mM, mercaptoetanol 2 mM, Triton X-100 0.1 %, y
glicerina 10 %. La suspension se centrifugd a 4,000 g, a 4 °C, por 15 minutos. En el
sobrenadante, con 20 ug de proteina, se determind la actividad de invertasa acida y
neutra. La primera se determiné con 50 mM de acetato de sodio (pH 4.5) y sacarosa 100
mM como sustrato. La actividad de la invertasa neutra se determind con Hepes-KOH 50
mM (pH 7.5) y sacarosa 100 mM como sustrato. Las muestras se mantuvieron a 37 °C
por una hora, luego se calentaron a 95 °C por 3 min. El pH del medio para cuantificar la
activad de invertasa acida, previo al calentamiento, se neutraliz6 con Hepes-KOH (pH
7.5). El testigo se prepar6 para cada ensayo. La glucosa generada en la reaccion se
cuantificé enzimaticamente en un espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo
Fisher Scientific Inc. EE.UU.) a 340 nm (Padilla-Chacén et al., 2017).

1.4.2.7 Biomasa seca

Segmentos de 10 g de la parte central del cladodio fresco y sin espinas, se envolvieron
en papel aluminio, se congelaron en nitrégeno liquido y se liofilizaron (Labcono® modelo
Free Zone 6, Kansas City, MO, EE.UU.) por 72 horas. Estas muestras se pesaron y

determind el porcentaje de biomasa seca.
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1.4.3 Disefio experimental y andlisis de resultados

El disefio experimental para las variantes fue completamente al azar, con arreglo factorial
de tratamientos 12 x 2. Los factores y niveles fueron: variante (Cardona de Castilla, San
Pedrefia, Amarilla Olorosa, Rubi Reyna, Amarillo Platano, Rojo Lirio, Copena Z1,
Naranjon Legitimo, Villa Nueva, Copena V1, Rojo Vigor, Atlixco) y fase MAC (1 y Ill). La
unidad experimental fue un cladodio de plantas independientes y cuatro repeticiones.

Las variables evaluadas fueron el contenido de acido malico, glucosa, fructosa, sacarosa,
almiddn, fenoles totales, aminoacidos libres, proteina soluble, biomasa seca, actividad de
invertasa 4cida y neutra, se expresaron en 100 mg de tejido seco, a excepcion de fenoles
totales y la actividad de invertasa. El analisis de los supuestos del modelo estadistico se
efectud con base en el analisis grafico de residuales, y las pruebas Shapiro Wilks y
Bartlett; las variables se transformaron cuando los supuestos no se cumplieron. Los datos
se examinaron con ANDEVA, comparacion multiple de medias, entre variantes con la

prueba de Tukey (p < 0.05) con el paquete estadistico SAS V9.

1.5 RESULTADOS

1.5.1Acido malico

Las variantes y las fases MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
acido maélico, la interaccién entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p <
0.0001) (Anexo A). EIl contenido de acido malico fue diferente (p < 0.05) entre las 12
variantes a las 7 h, y flucttio entre 0.90 mg 100 mg%, en Copena V1 y 1.20 mg 100 mg*
en un grupo de cuatro variantes (Cardona de Castilla, San Pedrefia, Amarilla Olorosa y
Villa Nueva). Las diferencias entre las variantes dentro de las especies fueron
significativas para O. albicarpa, entre Copena Z1 y Villa Nueva, con diferencia de 23.5 %
y para O. ficus-indica entre Copena V1 y Atlixco con 20.75 %. Por el contrario, no se
encontraron diferencias significativas dentro de O. hyptiacantha, O. megacantha (Figura
1.1).

La acidez en los cladodios entre las 11 variantes, a las 15 h también presento diferencias

significativas (p < 0.05), varié de 0.56 a 0.83 mg 100 mg, entre Naranjoén Legitimo y Villa
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Nueva, ambas de O. albicarpa; la diferencia represent6 33.05 %. Ademas, las diferencias
entre las variantes dentro de las especies a esta hora de muestreo fueron significativas
también en O. hyptiacantha, con 20.11 %, y en O. megacantha, con 17.11 %. Las
variantes de O. ficus-indica mostraron promedio de 0.74 mg 100 mg* y las diferencias

entre ellas no fueron significativas (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Contenido de acido malico (+ e.e.) en cladodios jovenes de variantes de
especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacion, cultivadas con riego (\Wa en el
suelo de -0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a

las 15 h no fueron evaluados).
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El contenido promedio de acido malico en el grupo de las variantes fue 35 % menor a las
15 h respecto a las 7 h; pero, Cardona de Castilla de O. streptacantha, Amarilla Olorosa
de O. hyptiacantha, Amarillo Platano de O. megacantha y Naranjon Legitimo de O.
albicarpa, mostraron las diferencias mayores entre las 7 y las 15 h. En promedio, al
atardecer estas variantes presentaban reduccion de 45 %. En contraste, Copena V1 de
O. ficus-indica, con la reduccién menor en la acidez entre los dos muestreos, represento
12 % (Figura 1.1).

1.5.2 Glucosa

Las variantes y las fases MAC tuvieron efectos diferentes (p < 0.05) en el contenido de
glucosa. La interaccion entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p < 0.0001)
en el contenido del monosacarido (Anexo A). Su contenido fue diferente (p < 0.05) entre
las 12 variantes a las 7 h; en general, a esta hora, las variantes de las especies con grado
mayor de domesticacion presentaron menos glucosa que las otras especies.
Particularmente, Atlixco sobresalié6 por su contenido menor (4.50 mg 100 mg?l); en
contraste, Rubi Reyna de O. megacantha, tuvo el contenido mayor del aztcar (9.60 mg
100 mg?) entre todas las variantes. Las diferencias entre las variantes dentro de las
especies fueron significativas en O. hyptiacantha (diferencia de 4.5 % entre sus
variantes), O. megacantha (diferencia maxima de 34.70 % entre Amarillo Platano y Rubi
Reyna), O. albicarpa (29.14 % entre Villa Nueva y Copena Z1) y O. ficus-indica (29.28 %
entre Atlixco y Rojo Vigor) (Figural.2).

Las diferencias en el contenido de glucosa entre las 11 variantes a las 15 h fueron
significativas (p < 0.05) e incrementd respecto al amanecer en la mayoria de ellas. Las
excepciones fueron Amarilla Olorosa y Naranjon Legitimo, esta Gltima con el contenido
menor de glucosa a las 15 h (4.90 mg 100 mg¥). Villa Nueva también destacé por
contenido bajo de glucosa; en tanto que el contenido mayor (en promedio 9.92 mg 100
mg™) correspondié a las variantes silvestres y con domesticacion intermedia, como
Cardona de Castilla, San Pedrefia, Rojo Lirio, ademas de Rojo Vigor de O. ficus-indica.

Las diferencias entre las variantes dentro de las especies a las 15 h fueron significativas;
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la diferencia mayor se observd en O. albicarpa, entre Naranjon Legitimo y Copena Z1,
con 47.18 % (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Contenido de glucosa (+ e.e.) en cladodios jovenes de variantes de especies
de Opuntia, en un gradiente de domesticacién, cultivadas con riego (Wa en el suelo de -
0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a las 15 h no

fueron evaluados).

El contenido promedio de glucosa en el grupo de variantes fue 20.12 % mayor a las 15 h
respecto a las 7 h. El incremento en las variantes de O. ficus-indica fue el mayor; Atlixco

mostr6 doble contenido de glucosa al atardecer respecto al amanecer, Copena V1
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incrementd 66 % y Rojo Vigor 53 %. Cardona de Castilla, de la especie silvestre O.
streptacantha, presento el incremento menor (9.5 %) entre las 11 variantes. En Amarilla
Olorosa y Naranjon Legitimo, el contenido de glucosa no cambio (p = 0.05) entre los
horarios; pero, el contenido de glucosa en la Ultima variante, de O. albicarpa, representé

cerca de la mitad (58.20 %) de Amarilla Olorosa, de O. hyptiacantha (Figura 1.2).

1.5.3 Fructosa

Las variantes y las fases MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
fructosa y la interaccién entre variante x fase MAC fue altamente significativa en el
contenido de este monosacarido (p < 0.0001) (Anexo A). El contenido de fructosa difirio
(p = 0.05) entre las 12 variantes a las 7 h. Como en la glucosa, a esta hora de muestreo
las variantes de las especies con grado mayor de domesticacion tuvieron menos fructosa;
Atlixco present6 el contenido menor (3.68 mg 100 mg?); en contraste, las variantes
silvestres y con domesticacion intermedia, como Cardona de Castilla, Amarilla Olorosa,
Rojo Lirio y Rubi Reyna, mostraron el contenido de fructosa mayor, con un promedio de
7.21 mg 100 mg?. Las diferencias entre las variantes dentro de las especies fueron
significativas, la diferencia mayor se presento entre Atlixco y Rojo Vigor de O. ficus-indica,
con 39.40 %, y entre las variantes Copena Z1 respecto a Villa Nueva y Naranjon Legitimo

de O. albicarpa, con 35.23 % mas fructosa (Figura 1.3).

El contenido de fructosa entre las 11 variantes a las 15 h presenté diferencias
significativas (p < 0.05), las variantes con el contenido menor de fructosa fueron Villa
Nueva y Naranjon Legitimo (4.60 mg 100 mg* en promedio) y Rojo Vigor present6 el
contenido mas alto (9.10 mg 100 mg?t). Ademas, las variantes dentro de las especies
presentaron diferencias significativas, la variabilidad fue mayor entre las variantes de O.
albicarpa; en este caso, Copena Z1 presenté 40.14 % mas fructosa que Villa Nueva y
Naranjon Legitimo; O. ficus-indica, Rojo Vigor presentd 36.30 % mas del monosacérido
gue Copena V1, la diferencia menor la presentaron las variantes de O. hyptiacantha con
13.16 % (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Contenido de fructosa (+ e.e.) en cladodios jévenes de variantes de especies
de Opuntia, en un gradiente de domesticacién, cultivadas con riego (Wa en el suelo de -
0.17 MPa) en invernadero (n=4) (*Los cladodios de la variante Ruby Reyna a las 15 h no

fueron evaluados).

El contenido de fructosa a las 15 h no cambié (p = 0.05), disminuyd o incrementé (p <
0.05) respecto a las 7 h en dependencia de la variante. Las variantes de O. ficus-indica
incrementaron su contenido de fructosa a las 15 h respecto al amanecer, en Atlixco el

incremento represento el doble y en Rojo Vigor el aumento fue de 49.64 %. Villa Nueva,
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Naranjon Legitimo y Copena Z1, variantes de O. albicarpa, y Amarillo Platano de O.

megacantha, tuvieron un contenido de fructosa similar entre los horarios (Figura 1.3).

1.5.4 Sacarosa

El efecto de las variantes fue significativo (p < 0.05) en el contenido de sacarosa, y la
interaccion entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p < 0.0001) en el
contenido del disacarido (Anexo A). Ademas, el contenido de sacarosa fue diferente (p <
0.05) entre las variantes a las 7 y 15 h. El contenido menor del azucar alas 7y 15 h se
observé en Rojo Lirio, Rubi Reyna, de O. megacantha, alas 7 h, con 3.08 y 3.51 mg 100
mg?, y las variantes Amarilla Olorosa, de O. hyptiacantha, y Copena V1, de O. ficus-
indica, presentaron los contenidos de sacarosa mas altos, con un promedio de 5.70 y

5.51 mg 100 mg* en la mafiana y en la tarde (Figura 1.4).

Las diferencias en el contenido de sacarosa entre las variantes, dentro de las especies,
a las 7 h fueron significativas en O. hyptiacantha, con diferencia de 22 % en promedio;
en O. megacantha la diferencia entre Rubi Reyna y Amarillo Platano representé 20.75 %;
entre Copena Z1 y Naranjén Legitimo de O. albicarpa, la diferencia fue 21.50 %; en tanto
gue entre Rojo Vigor y Copena V1 de O. ficus-indica la diferencia fue 24.7 %. Asi mismo,
entre variantes de cada especie se registraron diferencias significativas a las 15 h. La
variabilidad mayor se presentd entre las variantes Rojo Lirio y Amarillo Platano, de O.
megacantha, con una diferencia de 31.26 %; Copena V1 tuvo 29.15 % mas sacarosa que
Rojo Vigor y Atlixco, de O. ficus-indica; las variantes de O. albicarpa mostraron la
variabilidad menor, la que represent6 8.40 % entre Naranjon Legitimo y Copena Z1; pero,
en promedio, esta especie mostré el contenido de sacarosa mayor entre las cinco

especies (Figura 1.4).

El contenido de sacarosa a las 15 h no cambié (p = 0.05), si disminuy6 o incremento (p
< 0.05) respecto a las 7 h en dependencia de la variante. En este sentido, las variantes
Amarilla Olorosa, de O. hyptiacantha, y Copena V1, de O. ficus-indica, se destacaron por
su contenido de sacarosa similar entre horarios, ademas de ser las variantes con los

contenidos mayores del azucar.
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Figura 1.4. Contenido de sacarosa (+ e.e.) en cladodios jovenes de variantes de especies
de Opuntia, en un gradiente de domesticacion, cultivadas con riego (Wa en el suelo de -
0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a las 15 h no

fueron evaluados).

1.5.5 Almidén
Las variantes y las fases MAC afectaron significativamente (p < 0.05) el contenido de
almiddn y la interaccion entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p < 0.0001)

(Anexo A). Las diferencias en el contenido de almidon entre las variantes a las 7 h fueron
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significativas (p < 0.05) y fluctiio entre 1.18 mg 100 mg™* en un grupo de tres variantes
(Cardona de Castilla, Rojo Lirio y Amarillo Platano) y 1.62 mg 100 mg™ en otro grupo de
tres variantes (Villa Nueva, Copena V1 y Atlixco). Las diferencias al amanecer entre las
variantes, dentro de las especies, fueron significativas (p < 0.05). En O. megacantha,
Rubi Reyna fue la variante con 19.80 % mas almidén que Rojo Lirio y Amarillo Platano;
en O. albicarpa, Villa Nueva mostré 14.90 % mas almidén respecto a Naranjéon Legitimo
y Copena Z1; en O. ficus-indica, Copena V1 y Atlixco presentaron 15.20 % més almidén
que Rojo Vigor. Unicamente en O. hyptiacantha las diferencias no fueron significativas
(Figura 1.5).

El contenido de almidén entre las variantes a las 15 h presento diferencias significativas
(p < 0.05) y fluctio de 1.15 a 2.10 mg 100 mg? entre Cardona de Castilla, de la especie
silvestre O. streptacantha, y Copena V1, de O. ficus-indica; esta diferencia represento
47.61 %. Las variantes de las especies mas domesticadas, O. albicarpa y O. ficus-indica,
presentaron contenidos mas altos de almidén, ademas la variabilidad mayor entre
variantes a las 15 h. En este sentido, la diferencia entre las variantes Rojo Vigor y Copena
V1, de O. ficus-indica, represent6 33.74 %, y entre Copena Z1 y Naranjon Legitimo, de
O. albicarpa, la diferencia fue 28.54 %. Las variantes de O. hyptiacantha presentaron una
diferencia de 12.31 %; en tanto que, entre las variantes de O. megacantha las diferencias

no fueron significativas (Figura 1.5).

Naranjon Legitimo, Copena V1 y Atlixco, en promedio incrementaron 32.60 % el
contenido de almidén de las 7 a las 15 h. El contenido de almidén de las variantes
silvestres Cardona de Castilla, de O. streptacantha y Amarilla Olorosa y San Pedrefia, de
O. hyptiacantha no mostré diferencias significativas entre las 7 y 15 h.
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Almidon (mg 100 mg-" tejido seco)

Variantes
Silvestres Domesticadas
O. streptacantha O. hyptiacantha 0. megacantha O. albicarpa O. ficus-indica
7h  15h 7h 15h 7h 15h 7h 15h 7h 15h
C ] mn e mm == N =

Figura 1.5. Contenido de almiddn (+ e.e.) en cladodios jévenes de variantes de especies
de Opuntia, en un gradiente de domesticacion, cultivadas con riego (Wa en el suelo de -
0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a las 15 h no

fueron evaluados).

1.5.6 Fenoles totales

Las variantes y las fases MAC mostraron efectos diferentes y significativos (p < 0.05) en
el contenido de fenoles totales; ademas, la interaccion entre variante x fase MAC fue
altamente significativa (p < 0.0001) en el contenido de fenoles totales (Anexo A). El
contenido de fenoles totales entre las variantes a las 7 h mostré diferencias significativas
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(p = 0.05). Los contenidos menores se registraron en las tres variantes de O. ficus-indica
(Rojo Vigor, Atlixco y Copena V1) y en Villa Nueva, de O. albicarpa, con un promedio de
16.63 ymolas g. Estos contenidos bajos en las variantes domesticadas contrastaron con
el contenido mayor (20.03 ymolas g') en las variantes silvestres de O. hyptiacantha (San
Pedrefia y Amarilla Olorosa) y Cardona de Castilla, de O. streptacantha; la diferencia

entre esos promedios extremos represent6 17.03 % (Figura 1.6).

Las diferencias entre las variantes dentro de las especies al amanecer fueron
significativas (p < 0.05); en Rojo Lirio, de O. megacantha, el contenido de fenoles fue 8.86
% mas que Amarillo Platano y Rubi Reyna; Naranjon Legitimo, de O. albicarpa, mostro
9.28 % mas fenoles respecto a Villa Nueva y Copena Z1. En contraste, entre las variantes

de O. hyptiacantha las diferencias no fueron significativas (Figura 1.6).

A las 15 h el contenido menor de fenoles totales se registré en Atlixco (13.93 umolas g
). Las diferencias entre las variantes dentro de las especies a esta hora de muestreo
fueron significativas; en Naranjon Legitimo, de O. albicarpa, el contenido de fenoles
totales fue 17.69 % menor que en Villa Nueva y Copena Z1; la diferencia entre Atlixco y
Rojo Vigor, de O. ficus-indica, representd 23.28 %. Entre las variantes de O. hyptiacantha

y O. megacantha las diferencias no fueron significativas (Figura 1.6).

El contenido de fenoles totales a las 15 h no cambié (p = 0.05), disminuyd o incremento
(p=0.05) respecto alas 7 h en dependencia de la variante. En las silvestres San Pedrefia,
y Amarillo Platano y la semidomesticada Rojo Lirio, el contenido de fenoles totales fue
similares entre los dos horarios; pero, en las silvestres Cardona de Castilla y Amarilla
Olorosa el contenido de fenoles fue 15 % mas alto a las 7 h respecto a las 15 h, y en tres
de las variantes de las especies con grado mayor de domesticacion el contenido de
fenoles totales al amanecer fue 12 % mayor respecto a las 15 h. Al contrario, las tres
variantes restantes tuvieron presentaron 14 % menos contenido de fenoles totales al

atardecer respecto al amanecer (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Contenido de fenoles totales (+ e.e.) en cladodios jévenes de variantes de
especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacion, cultivadas con riego (Wa en el
suelo de -0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a

las 15 h no fueron evaluados).

1.5.7 Aminoécidos libres

Las variantes y las fases MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
aminoacidos libres y la interaccion entre variante x fase MAC fue altamente significativa
(p < 0.0001) (Anexo A). El contenido de aminoacidos libres en las variantes mostré

diferencias significativas (p < 0.05) a las 7 h. El contenido menor se registro en las tres
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variantes de O. megacantha, Amarilla Olorosa de O. hyptiacantha y Copena V1 de, O.
ficus-indica con un promedio de 0.079 mg 100 mgt. Cardona de Castilla destacé por su
contenido alto de amino&cidos libres (0.173 mg 100 mg?) al amanecer, la diferencia

respecto a los contenidos menores representd 54.10 % (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Contenido de aminoacidos libres (+ e.e.) en cladodios jovenes de variantes
de especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacion, cultivadas en con riego (‘Pa
en el suelo de -0.17 MPa) invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna

a las 15 h no fueron evaluados).
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Las diferencias entre las variantes dentro de las especies al amanecer fueron
significativas (p < 0.05). Las diferencias entre las variantes de O. hyptiacantha
representaron hasta 16.80 %, en O. albicarpa la diferencia alcanzé 23.60 %, entre
Copena Z1 y Villa Nueva, y en O. ficus-indica, la diferencia incrementé a 26.50 % entre
Copena V1 y Atlixco. Entre las variantes de O. megacantha las diferencias no fueron

significativas (Figura 1.7).

El contenido de aminoacidos libres entre las variantes a las 15 h también mostré
diferencias significativas (p < 0.05); los valores fluctuaron entre 0.053 y 0.115 mg 100 mg
L, entre la variante semidomesticada Amarillo Platano y la silvestre Cardona de Castilla;
la diferencia representé 53.60 %. Las diferencias entre las variantes dentro de las
especies al atardecer fueron significativas (p < 0.05) con 33.95 % entre las variantes de
0. megacantha, 25.50 %, entre Copena Z1 y Naranjon Legitimo, de O. albicarpa y 25.10
% entre Rojo Vigor y Atlixco de O. ficus-indica. Las diferencias en el contenido de
aminoécidos libres a las 15 h entre las variantes de O. hyptiacantha no fueron

significativas (Figura 1.7).

El contenido de aminoacidos libres a las 15 h no cambié (p = 0.05) o disminuy6 (p < 0.05)
respecto a las 7 h en dependencia de la variante. Al menos una variante de cada especie,
a excepcion de O. streptacantha, mostré contenidos similares de aminoéacidos libres en
ambas horas de muestreo. El resto de las variantes, presentaron contenido mayor de
aminoacidos libres al amanecer respecto a las 15 h. En este caso, destacaron Atlixco,
con 39 %, Cardona de Castilla con 33 % y Naranjon Legitimo con 32 % mas de

aminoacidos al amanecer (Figura 1.7).

1.5.8 Proteina soluble

Las variantes y las fases MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
proteina soluble y la interaccién entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p
< 0.0001) en el contenido de proteina soluble (Anexo A). Las diferencias en el contenido
de proteinas solubles entre las variantes a las 7 h fueron significativas (p < 0.05), y los
contenidos fluctuaron entre 0.45 mg 100 mg* en Copena Z1y Villa Nueva y 0.69 mg 100
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mg? en Atlixco, lo que represent6 diferencias de 34.24 %. Las diferencias entre las
variantes dentro de las especies al amanecer fueron significativas (p < 0.05) en Naranjén
Legitimo, registro 22.60 % mas proteinas solubles que Copena Z1 y Villa Nueva, en O.
albicarpa, entre Copena V1 y Atlixco represent6 28.62 % en O. ficus-indica. Entre las
variantes de O. hyptiacantha y O. megacantha las diferencias no fueron significativas
(Figura 1.8).
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Figura 1.8. Contenido de proteina soluble (+ e.e.) en cladodios jovenes de variantes de
especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacién, cultivadas con riego (\Wa en el
suelo de -0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a

las 15 h no fueron evaluados).
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A las 15 h el contenido de proteinas solubles entre las variantes present6 diferencias
significativas (p < 0.05). A esta hora Cardona de Castilla, Copena Z1 y Copena V1 en
promedio tuvieron 0.69 mg 100 mg*, en tanto que el contenido mas alto correspondi6 a
las variantes de O. hyptiacantha, Amarilla Olorosa y San Pedrefia, una diferencia de 23
%. Las diferencias entre las variantes dentro de las especies en la tarde fueron
significativas (p < 0.05) en O. albicarpa la diferencia representd 15.85 % menos proteina
en Copena Z1 que en Villa Nueva y Naranjon Legitimo; en O. ficus-indica, Copena V1
tuvo 13.30 % menos proteina que Rojo Vigor y Atlixco. Las diferencias entre las variantes

de O. hyptiacantha y O. megacantha no fueron significativas (Figura 1.8).

El contenido de proteinas solubles a las 15 h incrementé (p < 0.05) respecto a las 7 h.
Esos incrementos fueron diferentes entre las variantes y representaron entre 9 y 87 %.
Destacaron las variantes de O. albicarpa, con un incremento promedio de 62 %, las
variantes de O. hyptiacantha con un aumento de 51 % y las de O. megacantha con
incremento de 46 %; en tanto que, las variantes de O. streptacantha incrementaron 26 %
y las de O. ficus-indica 23 % (Figura 1.8).

1.5.9 Actividad de invertasa acida

Las variantes y las fases MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en la actividad de
invertasa acida y la interaccion entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p <
0.0001) en esta actividad enzimética (Anexo A). La actividad de invertasa acida al
amanecer mostré poca variabilidad entre las variantes. En O. megacantha, Amarillo
Platano tuvo 8.66 % menos actividad de la enzima respecto a Rojo Lirio y Rubi Reyna;
ademas, las variantes de esta especie mostraron la actividad enzimética menor (5.50
nmolas mg? h1). Con excepcion de Amarilla Olorosa, la actividad mayor se registré en el
resto de las variantes, sin diferencias significativas entre ellas, y dentro de O. albicarpa y

O. ficus-indica (Figura 1.9).

La actividad de invertasa acida entre las variantes a las 15 h mostrd diferencias
significativas (p < 0.05) y fluctio entre 3.43 nmolas mg? h* en Copena Z1, de la especie

domesticada O. albicarpa, y 5.95 nmolas mg™* h'! en Cardona de Castilla y San Pedrefia,
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de las especies silvestres O. streptacantha y O. hyptiacantha. Las diferencias entre las
variantes dentro de las especies en la tarde fueron significativas (p < 0.05); en O.
hyptiacantha la diferencia representd 26.12 % entre sus variantes, en O. albicarpa la
diferencia representd 31.80 % entre Copena Z1 y Villa Nueva y en O. ficus-indica la
actividad de invertasa 4cida en Copena V1 representd 28.70 % menos que en Rojo Vigor
y Atlixco. Las diferencias en esta actividad enzimética, en la tarde, entre las variantes de

O. megacantha no fueron significativas (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Actividad de invertasa acida (+ e.e.) en cladodios jovenes de variantes de
especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacion, cultivadas con riego (\Wa en el
suelo de -0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a

las 15 h no fueron evaluados).
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La actividad de invertasa acida a las 15 h disminuy6 (p < 0.05) respecto a las 7 h. Esta
actividad enzimética en el grupo de las variantes fue 24.20 % mayor a las 7 h respecto a
las 15 h. Destacaron Copena Z1, Naranjon Legitimo y Copena V1, por su reduccion de
40 % en la actividad enzimatica en la tarde y en Cardona de Castilla y San Pedrefia la

reduccion representé 8 % (Figura 1.9).

1.5.10 Actividad de invertasa neutra

Las variantes y las fases MAC afectaron diferente (p < 0.05) la actividad de invertasa
neutra y la interaccion entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p < 0.0001)
en esta actividad enzimética (Anexo A). Al amanecer la actividad de invertasa neutra fue
poco variable entre las 12 variantes, y fluctio entre 4.95 nmolas mg? ht, en Amarillo
Platano, de O. megacantha, a 6.60 nmolas mg* h-* en Rojo Vigor y Atlixco, de O. ficus-
indica. La actividad de invertasa neutra en Amarillo Platano, Naranjén Legitimo y Copena
V1 fue 15 % menor que en las otras variantes de su especie respectiva. Las diferencias
entre las variantes dentro de O. hyptiacantha no fueron significativas (Figura 1.10).

La actividad de invertasa neutra a las 15 h fluctto entre 3.80 y 6.45 nmolas mg? h?, en
la variante semidomesticada Amarillo Platano y la domesticada Atlixco, entre las 11
variantes; la diferencia representdé 41.20 %. La variabilidad entre las variantes de las
especies contrastd ampliamente. En la especie silvestre O. hyptiacantha mostraron 14.26
% de diferencia; en las variantes de especie semidomesticada O. megacantha la
diferencia represent6 33.80 % y entre las de O. ficus-indica, Atlixco presenté 5.90 %
mayor actividad de invertasa neutra que Copena V1 y Rojo Vigor. Entre las variantes de

O. albicarpa las diferencias no fueron significativas (Figura 1.10).

En general, la actividad de invertasa neutra a las 15 h disminuyé respecto a las 7 h. En
Amarillo Platano la disminucion representd 23.11 % y en el resto de las variantes la
diferencia entre los horarios fue 9 % (en promedio) o el cambio no fue significativo (Figura
1.10).
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Figura 1.10. Actividad de invertasa neutra (+ e.e.) en cladodios jovenes de variantes de
especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacién, cultivadas con riego (\Wa en el
suelo de -0.17 MPa) en invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a

las 15 h no fueron evaluados).

1.5.11 Biomasa
Las variantes y las fases MAC afectaron diferente (p < 0.05) la biomasa y la interaccion
entre variante x fase MAC fue altamente significativa (p < 0.0001) en la biomasa
acumulada (Anexo A). El contenido de biomasa entre las variantes, a las 7 h, mostré

diferencias significativas (p < 0.05). Cardona de Castilla y Amarillo Platano, de O.
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streptacantha y O. megacantha, mostraron el contenido menor (6.33 mg 100 mg) y Villa
Nueva, de O. albicarpa, mostré el contenido mayor (9.10 mg 100 mg?), con diferencia de
30.45 %. Entre las variantes dentro de las especies, al amanecer, las diferencias en
biomasa fueron significativas (p < 0.05); Rojo Lirio, de O. megacantha, presentd 25.78 %
mas biomasa que Amarillo Platano; Villa Nueva, de O. albicarpa, present6 19.40 % mas
biomasa que Copena Z1 y Naranjon Legitimo. Las variantes de O. hyptiacantha u O.
ficus-indica no mostraron diferencias significativas en la biomasa al amanecer (Figura
1.11).

El contenido de biomasa entre las variantes a las 15 h presento diferencias significativas
(p < 0.05). El contenido menor de biomasa (5.88 g 100 g!) se registré en un grupo de
tres variantes silvestres (Cardona de Castilla, San Pedrefia y Amarillo Platano) y el mayor
(11.99 g 100 g?) en la domesticada Naranjén Legitimo, la diferencia represent6 51.02 %.
Las variantes dentro O. hyptiacantha y O. megacantha presentaron diferencia de 11 %,
en O. albicarpa, Naranjon Legitimo presentd 61.46 % mas biomasa que Copena Z1,y en
O. albicarpa, Copena V1 present6 29.90 % mas biomasa que Rojo Vigor en la tarde
(Figura 1.11).

El contenido de biomasa en la tarde no cambié (p = 0.05), disminuy6 o incremento (p <
0.05) respecto a las 7 h en dependencia de la variante. Destacaron San Pedrefia y
Amarilla Olorosa por su reduccion de 22 % en el contenido de biomasa al atardecer; al
contrario, las domesticadas Copena V1 y Atlixco, de O. ficus-indica, presentaron 22.74 %
mas biomasa al atardecer, y Naranjon Legitimo, de O. albicarpa, la incrementé 62 %
(Figura 1.11).
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Figura 1.11. Biomasa (+ e.e.) de cladodios jovenes de variantes de especies de Opuntia,
en un gradiente de domesticacion, cultivadas con riego (\Wa en el suelo de -0.17 MPa) en
invernadero (n=4) (* Los cladodios de la variante Ruby Reyna a las 15 h no fueron

evaluados).

1.6 DISCUSION

El contenido de acido malico a las 15 h fue 35 % menor respecto a las 7 h. La reduccién
de la acidez en los tejidos de los cladodios después del amanecer, durante las horas con
luz, es tipica de las plantas MAC (Corrales-Garcia et al., 2004; Garcia-Nava et al., 2015).
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Las diferencias en el contenido de acido malico en la tarde entre las variantes fueron
significativas; ademas, dentro de cada especie también fueron significativas. La
excepcion fue O. ficus-indica, lo que indica que las variantes de esta especie, con
domesticacion mayor, mostraron heterogeneidad vespertina en el contenido del acido.
Sin embargo, en promedio el contenido del 4cido (0.69 mg 100 mg™) no difirié entre las
especies a esta hora de muestreo. Esto puede indicar que, a las 15 h, en las condiciones
de crecimiento de los cladodios (riego en invernadero) las especies alcanzaron el
contenido minimo de acido malico, previo al incremento que antecede a su acumulacion

nocturna.

Las variaciones en el contenido de acido malico se deben al efecto del genotipo e
interaccién con factores ontogénicos que afectan la expresidon de los atributos
bioquimicos y fisiologicos de las plantas (Chusman, 2001; Dodd et al.,, 2002). La
tendencia general permite sefialar que a las 15 h, en las condiciones de crecimiento de
los nopalitos, no se detect6 diferencia por efecto del genotipo y el efecto del riego, o la
condicion hidrica o Wa del suelo pudo influir en el resultado. Esto permite sugerir que las
evaluaciones de los cambios en el contenido de acido mélico en los nopalitos, en el
gradiente de domesticacion, podrian evaluarse en el ciclo de 24 h y con restriccion de
riego, que es la condicion propia de los ambientes de la mayoria de las especies de
Opuntia, para identificar las diferencias entre las especies. En la condicién de restriccion
de humedad las plantas MAC responden con mecanismos adaptativos particulares, que
les permiten expresar reacciones fotoquimicas y bioquimicas y enfrentar la restriccién
(Chaves et al., 2003; 2009). En especies MAC, como Opuntia, el contenido de acido
malico incrementa como respuesta a la sequia (Dodd et al., 2002; Griffiths et al., 2008;
Winter et al., 2008). Ademas, una sequia severa provoca cierre total y continuo de los
estomas en estas plantas; esto afecta la incorporacién nocturna de CO2 y la acumulacion
de malato (Taybi et al., 2002). Posiblemente, principalmente las especies silvestres, en
las condiciones hidricas del suelo con riego, ajustan la expresion del metabolismo MAC,;
pues, segun Pimienta-Barrios et al. (2007) las especies silvestres de nopal presentan
resistencia mayor a la sequia que las cultivadas. En sus ambientes naturales las plantas

muestran respuestas diferentes en dependencia de la intensidad y la duracién de las
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sequias (Chaves et al., 2003); pero, las plantas MAC muestran plasticidad considerable,
que varia en respuesta a las condiciones ambientales y el estado de desarrollo (Chusman
y Bohnert, 1999).

El contenido de acido mélico a las 15 h no mostro diferencias significativas entre las
variantes de las cinco especies. Esto indica que en esas condiciones la captura nocturna
de CO2y acumulacion de acido malico en esa fase podria mostrar pocas diferencias entre
las variantes y las especies; ya que, ambos dependen de los contenidos diurnos de acido
malico (Drennan y Nobel, 2000; Borland et al.,, 2014). Ademas, en la presente
investigacion, los contenidos de acido malico en las variantes de O. hyptiacantha, O.
megacantha y O. albicarpa no mostraron diferencias significativas a las 7 h, lo que
confirma que la acumulacion nocturna del acido depende de la “poza” diurna. Esta
homogeneidad parece ser efecto de la condicion hidrica del suelo y la planta, por efecto
del riego continuo. Sin embargo, adn en esta condicion al amanecer si se detectaron
diferencias significativas en el contenido de acido malico entre las especies en el extremo
del gradiente de domesticacion. Las variantes de la especie con grado mayor de
domesticacion, O. ficus-indica, tuvieron 13 % menos acido respecto a la variante de la
especie silvestre, O. streptacantha, y 8.40 % menos que O. hyptiacantha. Aunque, la
acumulacion y descarboxilacion del acido malico en las plantas MAC también depende
de otros factores, como la temperatura, intensidad de luz y edad de la planta (Nobel y
Hartsock, 1983; Dodd et al., 2002), en el presente estudio, las diferencias y similitudes
en el contenido del acido parecen haber derivado del genotipo de cada variante y especie,
del Wa suelo y de su interaccion, pues los cladodios evaluados provenian de plantas que

se mantuvieron en condiciones similares.

La relativa homogeneidad del contenido de acido malico entre las variantes en cada hora
de evaluacién no mostro relacion con los contenidos de glucosa, fructosa y sacarosa;
pues, especificamente en las variantes de O. hyptiacantha, O. megacantha y O.
albicarpa, el contenido de esos fotoasimilados presento diferencias significativas. Opuntia
albicarpa fue la especie con el contenido de sacarosa mayor a las 15 h (4.91 mg 100 mg"

1) y una de las especies con las variantes que mostraron los contenidos menores de
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glucosa (6.60 mg 100 mg?) y fructosa (5.49 mg 100 mg?). Sin embargo, esta especie
con nivel alto de domesticacion presenté 18 % mas sacarosa y 27 % mas almidén que la
silvestre O. streptacantha. Lo que demostré la relacion directa del contenido del
disacarido y polisacéarido centrales en el metabolismo del C, en los cladodios, con el nivel
de domesticacion. Ademas, las variantes de la otra especie con grado mayor de
domesticacion, O. ficus-indica, tuvieron en promedio el contenido mayor de almidén y
sacarosa, estos representaron 40 y 10 % mas respecto a O. streptacantha. Lo que
confirmd la relacién directa de la acumulacién de estos compuestos hidrocarbonados con

el nivel de domesticacién de las especies.

El crecimiento de las plantas generalmente se expresa mediante la biomasa (fresca o
seca); esencialmente determinada por el intercambio gaseoso relacionado con la
fotosintesis y la respiracién a lo largo del tiempo (Kubota, 2016). La fotosintesis y la
respiracion son vias metabdlicas que producen ATP y equivalentes redox (NADPH y
NADH) para satisfacer las demandas de energia celular para el crecimiento y el
mantenimiento (Noguchi y Yoshida, 2008). La biomasa seca del tejido incluye todos sus
componentes celulares (excepto el agua) al momento de la determinacion. Heldt y
Piechulla (2011) indicaron que el aumento diario de la biomasa en las plantas MAC es
bajo, respecto a las plantas C3 y C4, y que la tasa de crecimiento en plantas MAC es
limitado. Sin embargo, las plantas MAC muestran la capacidad de funcionar eficiente en
condiciones ambientales aridas y semiaridos, en las que las plantas C3 y C4, no podrian
sobrevivir (Heyduk et al.,, 2016). En esta reaccién al cambio del ambiente arido o
semiérido tipico para a las plantas del género Opuntia (\Wa del suelo de -0.17 MPa) el
contenido de biomasa entre variantes y especie mostré diferencias significativas. Los
cladodios de las especies con grado mayor de domesticacion, O. albicarpa y O. ficus
indica, tuvieron hasta 67 y 47 % mas biomasa que la silvestre O. streptacantha. Estos
resultados parecen relacionarse con el aumento del tamafio (gigantismo) de las
estructuras de interés para los humanos que describe al sindrome de domesticacion
(Harlan, 1992). Ademas, los resultados permiten sugerir que los fotosintatos generados
en las especies con grado mayor de domesticacion parece que se destinan

principalmente al crecimiento. La sacarosa es sustrato para el metabolismo energético y
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la biosintesis de macro-moléculas, que resulta en acumulaciéon de biomasa, crecimiento
y desarrollo (Wang et al., 2013). Esto coincidio con el nUmero mayor de brotes vegetativos
(resultados no mostrados), en las plantas de las especies con grado de domesticacion
mayor, y que contrario el de las plantas silvestres, particularmente las de O.
streptacantha. En general, en las plantas de las especies silvestres y nivel menor de
domesticacion la disponibilidad de cladodios para el estudio fue menor; por lo que, una o
dos variantes de ellas debieron dejarse fuera del estudio. Este fue el caso de Cardonay
Tuna Loca de O. streptacantha, Memelo de O. hyptiacantha y Rubi Reyna de O.

megacantha.

Los contenidos menores de glucosa y fructosa en las especies domesticadas, puede
estar relacionado con su consumo durante la produccion mayor de brotes
fotosintéticamente activos. Ribas et al. (2013) sefialaron que los tejidos, 6rganos o
plantas jovenes en pleno crecimiento demandan energia metabdlica y fotoasimilados

para la producciéon de ATP.

El crecimiento de las plantas esta estrechamente relacionado con la fotosintesis y con la
respiracion (Noguchiy Yoshida, 2008). La energia obtenida a través de la respiracion, en
forma de ATP, es utilizada en el crecimiento de los érganos vegetales y, en general, de
la planta, el mantenimiento de sus estructuras, el transporte de metabolitos e iones, la
regeneracion de proteinas y los procesos de reparaciéon (Yamori, 2016). La sacarosa y
el almidén son fuentes principales de sustratos respiratorios en las plantas, la cantidad
de compuestos hidrocarbonados destinados a los procesos respiratorios impacta la
produccion neta de biomasa y desempefia un papel central en la economia del C en la
productividad vegetal (Ribas et al.,, 2013; Yamori, 2016). La respiracién durante el
crecimiento refleja esos costos de C asociados a la produccién de nuevas estructuras en
una planta en crecimiento, probamente a través de este proceso bioquimico las especies
domesticadas utilizan la mayoria de sus fotoasimilados y la respiracion de mantenimiento,
es la que cubre la produccion de la energia necesaria para la reparacion y el
mantenimiento de la planta, con minimo o nulo crecimiento, tal vez ésta es la que

predomina en las especies silvestres (Ribas et al., 2013; Yamori, 2016).
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En los resultados de la presente investigacion, en general, el contenido de sacarosa y
almiddén no se modificé las 15 h respecto a las 7 h; en este Ultimo caso la (excepcion fue
O. ficus-indica). Esto parece coincidir con la actividad de invertasa neutra; ya que las
diferencias entre ambos horarios no fueron significativas dentro y entre especie, con
excepcion de O. megacantha. El crecimiento y los procesos de mantenimiento celulares
requieren aporte de C diurno y nocturno (Smith y Stitt, 2007). Los resultados indicaron
que independientemente del nivel de domesticacion, los cladodios jévenes de Opuntia,
mantuvieron en equilibrio la sintesis y exportacion de las principales fuentes de C

organico.

La actividad de invertasa acida fue 24 % mas alta a las 7 h que a las 15 h, esto indica
gue las concentraciones de sustrato y el pH del ambiente vacuolar fueron 6ptimos para
la actividad de esa enzima. Las invertasas acidas solubles o invertasas vacuolares,
regulan las concentraciones de hexosas / sacarosa en vacuolas (Sturm, 1999; Winter y
Huber, 2000). Ademas, la actividad mayor de la invertasa acida al amanecer coincidio
con la fase en la que aun se realiza intercambio de gases, porque los estomas
permanecen abiertos, y los contenidos altos de malato aun son elevados, antes de su
descarboxilacion. Asi, la actividad de las invertasas parece estar relacionada con la
apertura de los estomas. Un posible escenario es que la enzima al hidrolizar sacarosa en
glucosa y fructosa, duplica la osmolaridad, lo que lleva al incremento en la incorporaciéon
de agua a la vacuola e impulsa la apertura de las células guarda (Tymowska-Lalanne,
1998; Coleman et al., 2009).

Weschke et al. (2003) aseguraron que la invertasa acida es mas activa en las zonas de
crecimiento y en la extension de los tejidos, como en raices, entrenudos y hojas en
desarrollo. Rae et al. (2011) indicaron que la hidrolisis de sacarosa por una invertasa
acida aumentaria el potencial osmdético que puede impulsar el desarrollo de la vacuola 'y
la expansion celular. Esto permite explicar por qué al amanecer la actividad de la
invertasa acida en las variantes de O. streptacantha, O. albicarpa, O. ficus-indica las
diferencias no fueron significativas, ya que los cladodios utilizados en el estudio fueron

nopalitos de la ultima brotacidn, de tamafo y estado de desarrollo semejante. También,
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la actividad alta de invertasa acida se ha comprobado en una gama de tejidos en
expansion, que incluyen tubérculos de papa (Solanum tuberosum) en desarrollo, raiz
pivotante de zanahoria (Daucus carota) y ovarios de maiz (Zea mays) (Ross et al., 1994;
Zinselmeier et al., 1995; Tang et al., 1999; Andersen et al., 2002).

La actividad menor de invertasa acida a las 15 h se registré en las variantes de O.
megacantha y O. albicarpa; en oposicidén, la actividad mayor se detecté en O.
streptacantha, la diferencia representé 33 %. Esto indica que en la etapa vespertina la
sacarosa sintetizada en las especies domesticadas y con domesticacion intermedia es
menor en su vacuola; posiblemente porque este azlcar se exporta a 6rganos que la
demandan o utilizan en el citosol en procesos metabdlicos diferentes. La actividad de
invertasa neutra o citosolica, a las 15 h, fue 30 % mayor que la actividad de invertasa
acida en O. albicarpa, y 20 % en O. ficus-indica. En contraste, a la misma hora la actividad
de invertasa acida e invertasa neutra, junto con el contenido de sacarosa en O.
hyptiacantha fueron similares en O. ficus-indica; en contraste, en el contenido de
monosacaridos mostro diferencias significativas entre esas especies. Esto se demuestra
que la dinamica de consumo de C, o la dinamica del tamafio de la fuente y la demanda
de C es diferente entre las especies con grado de domesticacion distinto. Ademas, el
contenido de los monosacaridos depende también de la actividad de otra enzima, la
sacarosa sintasa, que también cataliza la hidrolisis de la sacarosa y que depende de la
fuerza de la demanda en la planta (Salerno y Curatti, 2003; Vargas y Salerno, 2010;
Tauzin et al., 2014).

Los antioxidantes en los vegetales tienen propiedades promotoras de la salud al prevenir
la oxidacion de las biomoléculas. Entre ellos, los acidos fendlicos, flavonoides y taninos
parecen los antioxidantes mas efectivos (Dixon y Pavia, 1995). El género Opuntia, exhibe
actividad antioxidante importante (Camarena-Rangel et al., 2017). Estas propiedades se
han atribuido a su contenido de antioxidantes como betalainas, flavonoides, vitaminas y
compuestos fendlicos (Lee et al.,, 2003; Piga, 2004; Santos-Zea et al., 2011). En la
presente investigacion, las diferencias en el contenido de fenoles totales a las 15 h no

fueron significativas respecto a las 7 h, en las variantes de O. megacantha, O. albicarpa
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y O. ficus-indica; en contraste, las variantes de O. streptacantha y O. hyptiacantha
presentaron 18 y 9 % mas fenoles totales al amanecer. Ademas, en este horario, las
especies silvestres tuvieron 14 % mas fenoles que las especies domesticadas. Los
metabolitos secundarios participan en la adaptacion de las plantas al ambiente y en la
reaccion a las condiciones de estrés (Akula y Ravishankar, 2011). En el presente estudio
podria decirse que aunqgue las plantas no estaban bajo alguna condicién que limitara su
desarrollo, las especies silvestres mostraron un potencial mayor para la produccion de
estos metabolitos, que les pueden conferir adaptacion eficiente a condiciones adversas
de crecimiento. Sin embargo, las plantas silvestres crecen en ambientes aridos y
semiaridos, en los que la humedad del suelo comiunmente es restrictiva; por lo que, el

riego cotidiano podria constituir una condicién de estrés para estas especies.

Las rutas biosintéticas de los compuestos fendlicos se derivan del metabolismo primario,
y existe evidencia de que la duplicacion de genes en esta via metabdlica ha sido base
para la expresion de genes en el metabolismo secundario (Pichereaux et al., 2006). Esto
permite sugerir que la asignacion diferenciada de los recursos para el metabolismo
primario, entre las especies silvestres y domesticadas, interviene en la produccion de los
compuestos fendlicos. Lo anterior lo observaron Robles-Martinez et al. (2016), en la
sintesis de metabolitos secundarios en cultivos in vitro de varias especies de Opuntia; los
autores indicaron que la asignacion de C en los cultivos in vitro se utilizd6 en el
metabolismo primario (construccion de estructuras celulares) y para la sintesis de sus

metabolitos.

Los metabolitos secundarios tienen funcion en las reacciones de las plantas contra
herbivoros y patdégenos (Akula y Ravishankar, 2011). El contenido mayor de fenoles
totales en las especies silvestres, se relaciona con en el contenido de proteinas; ya que
Pichereaux et al. (2016) registraron que las proteinas relacionadas con la proteccion y la
respuesta a estimulos estaban representadas mayormente en O. streptacantha (13.1%)
y O. hyptiacantha (13.9%), respecto a O. ficus-indica (12.5 %). Los resultados de la
presente investigacion parecen coincidir con lo anterior, pues las variantes de O.
hyptiacantha al atardecer presentaron 18 % mas proteinas solubles que O. ficus-indica.

En el ciclo diurno, Opuntia sobre expresa un numero considerable de proteinas,
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principalmente las involucradas en la regulacion de la glucdlisis (Pichereaux et al., 2016).
Los contenidos mayores de proteinas a las 15 h en las cinco especies concuerdan con lo

anterior.

Al contrario, a las 7 h se presentd variacion menor en el contenido de proteinas entre
especies; asi, las diferencias entre O. streptacantha, O. megacantha y O. albicarpa no
fueron significativas. Astello-Garcia et al. (2015) registraron que plantas que crecieron en
las mismas condiciones ambientales, el contenido de macromoléculas, como proteinas,
grasas, cenizas, no mostraron una clara tendencia a la acumulacién de esos
componentes tisulares en el gradiente de domesticacion propuesto por Reyes-Agtiero et
al. (2005). Ademas, la homogeneidad en el contenido de proteinas en las variantes de
estas especies a las 7 h, puede estar relacionada con la condicion hidrica del suelo y las
temperaturas frescas, dentro del invernadero, al amanecer. Moreno (2009) sefial6 que la
alteracion en la expresion de proteinas puede darse como respuesta de las plantas a
diferentes tipos de estrés, como el déficit hidrico, temperaturas elevadas u otros. Lo que
esta relacionado con la diversidad de funciones de las proteinas, pues ademas de su
actividad como catalizadores biol6gicos del metabolismo desempefian funciones criticas
en la transduccion de sefiales, el transporte de iones y la generacion de energia
(Marmagne et al., 2004; Huang, 2006).

Los cladodios de Opuntia contienen todos los aminoacidos esenciales para los humanos
y no esenciales en proporciones significativas (Kazemini, 1994). En el presente estudio,
las variantes de O. megacantha presentaron los contenidos menores de aminoacidos
libres en los dos horarios de evaluacion, y la variante de O. streptacantha presento los
contenidos mayores. Los aminodacidos participan en procesos del metabolismo primario
y secundario de las plantas, como el metabolismo de la glucosa, la produccion de ciertas
hormonas, contribuyen al crecimiento y reparacion de los tejidos, y pueden ser
osmoprotectores (Salisbury y Ross, 1994; Martinez, 2010). El contenido de aminoacidos
libres de mas del 50 % en O. streptacantha respecto a las otras especies, podria

relacionarse con su capacidad, inclusive adelantada, de regular una sobre expresion de

86



osmolitos, como la prolina, y otros aminoacidos ante algun tipo de estrés (Tamura et al.,
2003).

1.7 CONCLUSIONES

Las diferencias entre las especies y variantes silvestres y domesticadas del género
Opuntia estan relacionadas con el metabolismo primario y secundario del Cy del Ny es
dependiente momento en el ciclo de 24 h. El crecimiento, expresado como acumulacion
de biomasa y el contenido del polisacéarido de reserva (almidén) mayores y los contenidos
de monosacaridos metabdlicos (glucosa y fructosa) menores en los cladodios jévenes de
las especies con nivel mayor de domesticacion, como O. albicarpa y O. ficus-indica,
contrastan con los de la especie silvestre O. streptacantha; por lo que, ejemplifican
caracteristicas del sindrome de domesticacion en el género Opuntia. Aunque sin una
tendencia en el gradiente de domesticacion, la especie silvestre O. hyptiacantha presento
mas proteina soluble y fenoles totales, y la diferencia varietal menor, particularmente en
la fase I, lo que contrasto con la diferencia varietal mayor, en la especie domesticada O.
albicarpa; asi, parece que existen otras caracteristicas que pueden describir y enriquecer

la definicién del sindrome de domesticacion que falta describir y caracterizar.
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CAPITULO IIl. MODIFICACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE CLADODIOS DE
Opuntia POR LA DOMESTICACION Y SU EXPRESION MODULADA POR EL
POTENCIAL DE AGUA DEL SUELO Y FASE MAC

2.1. RESUMEN

Cambios morfolégicos en las plantas de nopal han permitido reconocer un gradiente de
domesticacién del género Opuntia. La fisiologia de sus cladodios jévenes se relaciona
parcialmente con ese gradiente. El objetivo de este estudio fue determinar los cambios
en la composicion quimica parcial y actividad de invertasa de cladodios jovenes de
Opuntia por efecto de la domesticacion y su relacion con el potencial de agua del suelo
(Wa del suelo) y fase del metabolismo acido crasulaceo (MAC). La hipétesis fue que la
composicion quimica parcial y actividad de invertasa en cladodios jovenes de Opuntia se
relacionan directamente con el nivel de domesticacion, su MAC y Wa del suelo. El estudio
se realizo en cladodios de 3 a 4 semanas de edad, cosechados al final de la fase | de
MAC (7 h) y fase Ill (15 h), de plantas con riego o sin riego por 30 d (Wa del suelo de -
0.17 y -5.72 MPa), de siete variantes pertenecientes a O. streptacantha, O. hyptiacantha,
0. megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica. El disefio experimental para las especies
fue completamente al azar, con arreglo factorial de tratamientos 5 x 2 x 2 (especies x fase
MAC x nivel hidrico del suelo) y para las variantes fue completamente al azar, con arreglo
factorial de tratamientos 7 x 2 x 2 (variantes x fase MAC x nivel hidrico del suelo). La
unidad experimental fue un cladodio de plantas independientes, con seis repeticiones.
Las variables analizadas fueron el contenido de &cido malico, glucosa, fructosa,
sacarosa, almidon, fenoles totales, aminoacidos libres, proteina soluble y actividad de
invertasa acida e invertasa neutra. Para las especies, las interacciones posibles entre los
factores, especie x Wa del suelo, especie x fase MAC, Wa del suelo x fase MAC y especie
x Wa del suelo x fase MAC, para las 10 variables, fueron significativas (p < 0.05) o
altamente significativas (p < 0.0001). Las excepciones fueron especie x Wa del suelo para
almidén (p = 0.1827), Wa del suelo x fase MAC para glucosa (p = 0.5711) y sacarosa (p
= 0.5945), y especie x Wa del suelo x fase MAC para sacarosa (p = 0.2175) e invertasa
neutra (p = 0.0669). La composicion quimica de los cladodios jovenes y actividad de
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invertasa de Opuntia se modifica por Wa del suelo, el ciclo diario debido a su metabolismo

MAC vy, en general, se relaciona con el gradiente de domesticacion.

Palabras claves: amino&cidos libres, actividad de invertasa, acido malico, Opuntia,

fenoles, almidoén, azucares.
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2.2. ABSTRACT

Morphological changes in “nopal” plants have allowed recognizing a domestication
gradient in the genus Opuntia. The physiology of tender cladodes of this plants is partially
related to that gradient. This study aimed to quantify the malic acid, soluble sugars, starch,
free amino acids, soluble protein and total phenolic concentrations and the acid and
neutral invertase activities, at dawn and in the afternoon, in tender cladodes of five
Opuntia species plants in a domestication gradient and two soil Yw. The hypothesis was
that biochemical tissue composition differences, depending on the biochemical-
physiological processes of Opuntia, be determined by domestication level and is
differently affected along the day and by soil Yw. Three to 4 weeks old cladodes were
harvested at the end of phase | CAM (7 h) phase Il (15 h) from plants with or without
irrigation, for 30 d (soil Yw of -0.17 and -5.72 MPa), of the wild species, O. streptacantha
and O. hyptiacantha, O. megacantha with an intermediate domestication level, and O.
albicarpa and O. ficus-indica with a higher domestication level. The experimental design
was factorial 5 x 2 x 2 (species, phase CAM and soil WYw), and for variants the experimental
design was factorial 7 x 2 x 2 (variants, phase CAM and soil Yw). The experimental unit
was a cladode per plant, with six repetitions. The analyzed variables were: malic acid,
glucose, fructose, sucrose, starch, total phenolic, free amino acids, and soluble protein
concentration and acid invertase and neutral invertase activities. The interactions species
x soil Ww and species x phase CAM, for the ten variables, were significant (p < 0.05). The
exception was species x soil Ww for starch (p = 0.1827). The biochemical-physiological
processes of tender Opuntia cladodes are modified by time of day, soil WYw and are

generally directly or inversely dependent on the domestication level of the species.

Keywords: free amino acids, invertase activity, malic acid, Opuntia, phenols, starch,

sugars.
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2.3. INTRODUCCION

La domesticacion es un proceso evolutivo y dinamico que modifica el bagaje genético de
plantas y animales. Este proceso conduce a cambios bioquimicos, fisiolégicos y
morfologicos continuos que les permite diferenciarse de sus antecesores (Harlan, 1992;
Otero-Arnaiz et al., 2005). La fuerza evolutiva principal de la domesticacion es la
seleccion artificial (Meyer et al., 2012; Guillen et al., 2013), que conduce a adaptacion
mayor de plantas y animales para el cultivo o la cria, con rasgos deseables por los
humanos al facilitar la cosecha, modificar el sabor, las cualidades nutricionales, el

contenido de metabolitos secundarios, entre otros (Gepts, 2004; Meyer et al., 2012).

El sindrome de domesticacion es un conjunto de rasgos que denota las diferencias entre
las plantas domesticadas y sus congéneres silvestres (Frary y Doganlar, 2003; Abbo et
al., 2014) influenciadas por el centro de domesticacion, los factores edafo-climaticos y el
ciclo de vida de las plantas (Meyer et al., 2012). Las diferencias indican que las plantas
domesticadas han desarrollado la capacidad de supervivencia y reproduccion en
ambientes humanizados (Frary y Doganlar, 2003) y, al contrario, generalmente han
disminuido o perdido capacidad de permanecer en ambientes silvestres; por lo que las
plantas con nivel mayor de domesticacion dependen totalmente de los humanos para

sobrevivir y reproducirse (Harlan, 1992).

En México existe gran riqueza de variantes de Opuntia con grado diferente de
domesticacién; se ha hipotetizado que el grupo étnico indigena otomi contribuyé en la
domesticacién y la dispersion de variantes de Opuntia en diversos lugares de la
Altiplanicie Meridional de México (Reyes-Aguiero et al., 2005a, b). Reyes-Agtiero et al.
(2005a) recolectaron muestras de variantes utilizadas por sus nopalitos, frutos y
cladodios maduros, en 31 localidades de siete estados de la Altiplanicie Meridional de
México. Estos autores evaluaron 42 atributos morfologicos de las plantas y las recolectas
que les permitieron reconocer un gradiente de domesticaciéon en Opuntia. Este mostro a
O. streptacantha y O. hyptiacantha como especies silvestres, O. megacantha como

semidomesticada, y O. albicarpa y O. ficus-indica con el nivel de domesticacién mayor.
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La variacion genética de las especies humanizadas no solo se limita a las caracteristicas
morfologicas, evidencias de cambios biofisicos, fisioldégicos, quimicos de Opuntia durante
la domesticacion se han obtenido a través de los resultados de diversas investigaciones.
Garcia-Nava et al. (2015) observaron aumento en la firmeza (de 4.6 a 6.8 kgf cm2,
contenido de solidos solubles totales (de 4.86 a 6.33 °Brix), permeabilidad de la
membrana celular (de 26 a 31 uS cm™ g1), contenido de acido malico (de 0.61 a 0.82 g
100 g1), y simultineamente disminucion del Way Ws (de -0.85 a-1.1 MPay -1.01 a-1.15
MPa) como efecto de la domesticacion. Lopez-Palacios et al. (2012 y 2016) y Garcia-
Nava et al. (2018) evidenciaron en cladodios jovenes de una plantacion experimental,
cosechados al mediodia, el contenido y las caracteristicas quimicas de los polisacaridos
no amildceos de los cladodios de Opuntia en el gradiente de domesticacion. Esos
investigadores observaron que el contenido de mucilago (4.93 a 12.43 g 100 g*) fue
mayor y de hemicelulosas fuertemente unidas a celulosa fue menor (3.32a 1.81 g 100 g

1) en especies silvestres que en las domesticadas.

En México, la mayor parte de la superficie con Opuntia se localizan en zonas aridas y
semiaridas, en estas regiones, la escasez de agua es el elemento restrictivo principal que
limita el crecimiento de las plantas (Gibson, 1996; Smith et al., 1997). Diaz-Padilla et al.
(2011) indicaron que, las zonas aridas y semiéridas ocupan un 27 y 35 % del territorio
mexicano. El género Opuntia ha evolucionado y adaptado a ambientes aridos y
semiaridos, con precipitaciones de 200 a 300 mm por afio (Odoux y Dominguez-Lo6pez,
1996), que resultan adversos para otras especies, mediante la expresion de caracteres
fisiolégicos y bioquimicos propios del género, como su metabolismo &cido de las
crasulaceas (MAC) (Gibson, 1996; Pimienta-Barrios et al., 2007) y morfo-anatbmicos de
sus hojas (cilindricas a coénicas, que se pierden tempranamente) y tallos vegetativos
(cladodios fotosintéticos y suculentos) (Fuentes-Fernandez et al., 2009). Las plantas del
género Opuntia muestran capacidad extraordinaria para almacenar agua en sus tallos
suculentos, que son reservorios naturales de agua (Flores-Hernandez, et al., 2004;
Scalisi et al., 2016).
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El metabolismo fotosintético acido de las crasulaceas (MAC) se desarrolla en el ciclo de
24 h, con la carboxilacién catalizada por fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y ribulosa
bifosfato carboxilasa (Rubisco), que optimizan el rendimiento fotosintético y la ganancia
de C en ambientes potencialmente limitantes. Este metabolismo se desarrolla en cuatro
etapas y permite que las plantas tengan eficiencia alta en el uso del agua (Luttge, 2004).
La asimilacion de C en Opuntia se estima mediante la acumulacion nocturna del acido

malico (Scalisi et al., 2016).

En plantas MAC la fijacion nocturna del CO2 a través de la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC), utiliza PEP como sustrato, formado a partir de hidrélisis nocturna de los
carbohidratos, con la formacion de acido malico como producto final (Borland et al., 2011;
Cushman et al.,, 2015). En las plantas CAM los carbohidratos, azlUcares solubles y
glucanos, son clave para la absorcion nocturna de COz, por lo que la division de azlcares
para abastecer sustrato para la carboxilacion nocturna debe equilibrarse con otros
vertederos que incluyen el crecimiento y la exportacion (Antony y Borland, 2009).
Ademas, los azucares intervienen en los procesos de sefializacion en las plantas (Antony
y Borland, 2009). La utilizacion de la sacarosa como fuente de carbono y energia depende
de su hidrolisis hasta hexosas. Las invertasas hidroliza irreversiblemente la sacarosa en
glucosa y fructosa, implicada principalmente en el desarrollo de plantas y metabolismo
del carbono primario (Sturm 1999; Zhang et al., 2003; Ruan et al., 2010; Kulshrestha et
al., 2013; Wang et al., 2014). Los cambios de otros compuestos, como los aminoacidos
libres; los cuales se acumulan frecuentemente en respuesta al estrés (Hassan et al.,
1994), fenoles totales, que desempefian un papel esencial en las respuestas de defensa
de las plantas (Neilson et al., 2013) o proteina soluble, relacionada en general con la
actividad metabdlica global de los tejidos (Nobel, 1983); aportarian informacién sobre el
proceso global. Ya que, el transporte de los azlcares es un proceso altamente regulado
en niveles multiples y en respuesta a cambios en la concentracion de metabolitos

diversos (Antony y Borland, 2009).

Los avances en la comprension del proceso de domesticacion han aumentado

continuamente; pero, dado que la humanidad en la era moderna no ha domesticado
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ninguna especie de planta, la investigacion debe continuar para explorar como, cuando,
donde y por qué ocurre la domesticacion (Pefia-Valdivia et al., 2013). El cientifico podria
responder algunas de estas cuestiones al comparar los procesos bioquimico-fisioldgicos
de las especies domesticadas con sus parientes silvestres y la reaccion de su MAC al

ambiente.

El objetivo de este estudio fue determinar los cambios en la composicién quimica parcial
y actividad de invertasa de cladodios jovenes de Opuntia por efecto de la domesticacién
y su relacién con el Wa del suelo y fase MAC. La hipoétesis fue que la composicion quimica
parcial y actividad de invertasa en cladodios jovenes de Opuntia se relacionan

directamente con el nivel de domesticacién, su metabolismo MAC y Wa del suelo.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Material vegetal

Plantas de seis afios de edad, de cinco especies de Opuntia se mantuvieron en suelo
con riego (Wa de -0.17 MPa) y sin riego por 30 d (Wa de -5.72 MPa) en las condiciones
descritas por Garcia-Nava et al. (2015). Las plantas crecieron en macetas de 19 L de
capacidad, con una mezcla de suelo y grava tezontle, distribuidas al azar en un
invernadero del Postgrado en Botanica del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 27" 40" N, 98° 54’ 19" O, altura de 2352 m).
La temperatura y humedad relativa promedio diurna/nocturna dentro del invernadero,
durante el crecimiento de los cladodios fueron 35/13° C y 35/77 %. El Wa del suelo se
determind en tres muestras de cada tratamiento con un medidor de Wa (Dewpoint
Potential Meter, WP4C, EE.UU.).

Las variantes y especies del estudio fueron Cardona de O. streptacantha, San Pedrefa
y Amarilla Olorosa de O. hyptiacantha, Rojo Lirio y Amarillo Platano de O. megacantha,
Naranjon Legitimo de O. albicarpa y Copena V1 de O. ficus-indica. Los cladodios
analizados tenian longitud promedio de 25 cm + 3 cm cosechados al final de la fase | de
MAC (7 h) y en la fase 11l (15 h).
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Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Biofisica y Fisiologia Vegetal Ambiental
del Postgrado en Botanica, del Colegio de Postgraduados, en muestras liofilizadas
(Labcono® modelo Free Zone 6, Kansas City, MO, EE.UU.) y trituradas.

2.4.2 Variables evaluadas

2.4.2.1 Acido malico

El contenido de acido malico se cuantifico6 con el método de la Asociacion Oficial de
Quimica Analitica (AOAC, 1990). Muestras de 10 mg se resuspendieron en 5 mL de agua
destilada, se centrifugaron a 4 000 g por 10 min. Alicuotas de 2 mL del sobrenadante se
titularon con NaOH 0.01 N y fenolftaleina como indicador. La concentracion se calculd

con la ecuacion:

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

Acido mélico (%) =

2.4.2.2 Azlcares solubles y almidon

Muestras de 25 mg de cladodio deshidratado y triturado se homogenizaron con 800 pL
de etanol al 80 % en agua (v/v), calentaron a 80 °C en bafio maria por una hora y
centrifugaron a 13 000 g por 10 min. En 5 pL de la fracciéon soluble se determiné el

contenido de glucosa, fructosa y sacarosa, en la fraccion insoluble se cuantificd el
almidon. Los azucares se cuantificaron a 340 nm, en secuencia con hexoquinasa (EC
2.7.1.1) a 1 U mL?, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) a 1 U mL?,
fosfoglucosa-isomerasa (EC 5.3.1.9) a1 U mL? e invertasa (EC 3.2.1.26) a 1 U mL™. El
extracto etanodlico se mezcl6 con 200 uL HEPES-NaOH 500 mM (pH 8.0), KCI 200 mM,
MgCl2 200 mM, ATP 1 mM y NAD* 0.3 mM. Las determinaciones se hicieron en un
espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.) y una

curva estandar de glucosa a 5 mM (Padilla-Chacon et al., 2017).
Para cuantificar el almidon, la fraccion insoluble se resuspendio en 750 pyL de agua
destilada, calent6 a bafio maria a 90 °C por 4 h. A las muestras se adicion6 a-amilasa

(EC 3.2.1.1) (0.5 U) y B-glucosidasa (EC 3.2.1.2.1) (5 U) en un medio con acetato de
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sodio 200 mM (pH 5.5). Las muestras se mantuvieron a 37 °C por 12 h. La glucosa se
cuantificé con el método enzimético descrito antes. El factor de conversion para calcular

el contenido de almidon fue 0.90 (Pefa-Valdivia y Ortega-Delgado, 1991).

2.4.2.3 Fenoles totales

El contenido de fenoles totales se evalud por el método descrito por Magalhdes et al.
(2010) con modificaciones. 25 mg de muestra se homogenizaron con 800 pL de etanol al
80 % en agua (v/v), se calentaron a 80° C en bafio maria por 1 h y se centrifugaron a 13

000 g por 10 min. A 50 pL del extracto etandlico se adicionaron 50 pL del reactivo de

Folin-Ciocalteu, diluido con agua destilada (1:20 v/v) y 100 uL de NaOH 0.175 M. La
mezcla se mantuvo a 30 °C por 3 min. La absorbancia a 620 nm se determiné en un
espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.). La
curva estandar de acido gélico a 1 mM se utilizé para calcular el contenido de fenoles

totales. La concentracion en el tejido deshidratado se expresé en umolas g.

2.4.2.4 Aminoacidos libres
El contenido de aminoacidos libres se cuantificé con el método modificado descrito por
Jones et al. (2002). Muestras de 25 mg homogenizadas con 800 uL de etanol al 80 % en

agua (v/v) se calentaron a 80° C, por 1 hora, en bafio maria, se centrifugaron a 13 000 ¢

por 10 min. A 50 pL del extracto etandlico se mezclé con 50 pL de etanol al 80 % y 75 L
de un medio que contenia acetato de sodio 4 M (pH 5.2), dimetil sulfoxido y ninhidrina.
Las muestras se calentaron a 80 °C por 30 min, se adicionaron 100 pL de etanol al 50 %
y la absorbancia se midié a 620 nm en un espectrometro de microplacas (Multiskan FC,
Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.). Las concentraciones se calcularon con una curva

estandar de glicina 1 mM.
2.4.2.5 Proteina soluble

El contenido de proteina soluble se determin6 con el método Bradford (1976) en

microplacas y curva estandar de albumina de suero bovino (0.5 mg mL"1).
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2.4.2.6 Actividad de invertasa 4cida y neutra

La actividad de la invertasa soluble acida y neutra se determin6 con el método descrito
por Nagele et al. (2010) con algunas modificaciones. 120 mg de muestra se
homogenizaron con 2 mL de Hepes-KOH 50 mM (pH 7.5), que contenia MgCl2 5 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, PMSF 1 mM, mercaptoetanol 2 mM, Triton X-100 0.1 %, y

glicerina 10 %. La suspension se centrifugd a 4,000 g, a 4 °C, por 15 minutos. En el

sobrenadante, con 20 pug de proteina, se determino la actividad de invertasa acida y
neutra. La primera se determiné con 50 mM de acetato de sodio (pH 4.5) y sacarosa 100

mM como sustrato.

La actividad de la invertasa neutra se determiné con Hepes-KOH 50 mM (pH 7.5) y
sacarosa 100 mM como sustrato. Las muestras se mantuvieron a 37 °C por una hora,
luego se calentaron a 95 °C por 3 min. El pH del medio para cuantificar la activad de
invertasa acida, previo al calentamiento, se neutralizd con Hepes-KOH (pH 7.5). Se
prepararon testigos para cada ensayo. La glucosa generada en la reaccion se cuantifico
enzimaticamente en un espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo Fisher
Scientific Inc. EE.UU.) a 340 nm (Padilla-Chacén et al., 2017).

2.4.3 Disefo experimental y analisis de resultados

El disefio experimental para las variantes fue completamente al azar, con arreglo factorial
de tratamientos 7 x 2 x 2. Los factores y niveles fueron: variante (Cardona, San Pedrefia,
Amarilla Olorosa, Rojo Lirio, Amarillo Platano, Naranjén Legitimo y Copena V1), fase
MAC (I'y lll) y nivel hidrico del suelo (Wa -0.17 y -5.72 MPa).

La unidad experimental fue un cladodio de plantas independientes y seis repeticiones.
Las variables analizadas fueron el contenido de &acido malico, glucosa, fructosa,
sacarosa, almidén, fenoles totales, aminoacidos libres, proteina soluble, actividad de
invertasa acida y actividad de invertasa neutra. El analisis de los supuestos del modelo
estadistico se efectud con base en el andlisis grafico de residuales, y las pruebas Shapiro

Wilks y Bartlett; las variables se transformaron cuando los supuestos no se cumplieron.
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Los datos se examinaron con ANDEVA, comparacion multiple de medias, entre variantes
con la prueba de Tukey (p < 0.05) con el paquete estadistico SAS V9.

El disefio experimental para las especies fue completamente al azar, con arreglo factorial
de tratamientos 5 x 2 x 2. Los factores y niveles fueron: especie (O. streptacantha, O.
hyptiacantha, O. megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica), fase MAC (1 y Ill) y nivel
hidrico del suelo (Wa -0.17 y -5.72 MPa).

La unidad experimental fue un cladodio de plantas independientes y las evaluaciones
tuvieron nimero variable de repeticiones (seis 0 12). Las variables analizadas y el andlisis
de los supuestos del modelo estadistico se efectuaron como se indico para las variantes.
Los datos se examinaron con ANDEVA, comparacién multiple de medias, entre especies,

con la prueba de Tukey (p < 0.05) con el paquete estadistico SAS V9.

2.5 RESULTADOS

Las interacciones posibles entre los factores evaluados, variante x Wa del suelo, variante
x fase MAC, Wa del suelo x fase MAC y variante x Wa del suelo x por fase MAC, fueron
significativas (p < 0.05) o altamente significativas (p < 0.0001) para las 10 variables. Las
excepciones fueron Wa del suelo x fase MAC para glucosa (p = 0.5878), sacarosa (p =
0.7965) y proteina soluble (p = 0.2056) y variante x Wa del suelo x fase MAC para
invertasa neutra (0.0576) (Anexo B1).

En el caso de las especies, las interacciones posibles entre los factores, especie x Wa del
suelo, especie x fase MAC, Wa del suelo x fase MAC y especie x Wa del suelo x fase
MAC, para las 10 variables, fueron significativas (p < 0.05) o altamente significativas (p <
0.0001). Las excepciones en el este caso fueron especie x Wa del suelo para almidén (p
=0.1827), Wa del suelo x fase MAC para glucosa (p = 0.5711) y sacarosa (p = 0.5945), y
especie x Wa del suelo x fase MAC para sacarosa (p = 0.2175) e invertasa neutra (p =
0.0669) (Anexo B2). Estos resultados permitieron el siguiente analisis de los efectos

principales para cada variable.
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2.5.1 Acido malico

Variantes

Las variantes, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de acido malico (Anexo B1). El contenido promedio de acido malico fue de 0.51
mg 100 mg?, 59.11 % menor a las 15 h respecto a las 7 h (1.24 mg 100 mg) y disminuyé
(p < 0.05) 3.47 % con la restriccion del riego (0.89 y 0.86 mg 100 mg™) (Anexo B3).

Con riego (Wa de -0.17 MPa del suelo) el contenido de acido malico en los cladodios de
las siete variantes, a las 7 h, fluctué entre 0.90 y 1.20 mg 100 mg?, en Copena V1y
Cardona. A las 15 h el contenido disminuyo significativamente en todas ellas, respecto al
amanecer, y fluctué entre 0.56 y 0.80 mg 100 mgt, en Naranjoén Legitimo y San Pedrefia.
En promedio el contenido de acido malico de las siete variantes con riego, a las 15 h fue
37.62 % menos que las 7 h (Figura 2.1 A).

La suspensién del riego disminuyo el Wa del suelo a -5.72 MPa, esta condicion hidrica
modificé (p < 0.05) el contenido de acido malico en todas las variantes, en ambas horas
de muestreo. Con este Wa en el suelo el contenido de acido incremento (p < 0.05) a las
7 h en la mayoria de las variantes y disminuy6 (p < 0.05) a las 15 h respecto a la condicion
con riego. El contenido de acido malico a las 7 h sin riego fluctu6 entre 1.10 y 1.61 mg
100 mg?, en San Pedrefia y Naranjon Legitimo, y entre 0.31 y 0.51 mg 100 mg?, en
Amarillo Platano y Cardona, a las 15 h. Asi, con la restriccion del riego, la diferencia del
contenido de acido malico entre la mafiana y la tarde se incrementd (p < 0.05); en
promedio, los cladodios de las siete variantes a las 15 h contenian 71 % menos acido

malico que a las 7 h (Figura 2.1 B).
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Figura 2.1. Contenido de acido malico (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y especies
(C, D) de Opuntia a las 7 h (m) y 15 h (m), cultivadas en invernadero, con riego (\Wa en el
suelo de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (B, D)
(n=6) (* 7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Ill de MAC).

Especies

Las especies y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de acido
malico (Anexo B2). El contenido promedio de &cido malico a las 15 h fue (0.51 mg 100
mg™) 40.87 % del contenido a las 7 h (1.24 mg 100 mg™). El contenido de acido malico
fue dependiente de la especie, ya que disminuyé significativamente (p < 0.05) con el nivel

de domesticacion, en promedio de 0.944 mg 100 mg*' en la especie silvestre O.
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streptacantha a 0.79 mg 100 mg™? en la de nivel mayor domesticacién O. ficus-indica
(Anexo B4).

El contenido de acido malico también se modifico significativamente por la fase MAC y
por la ausencia de riego. Con riego el contenido promedio del 4cido a las 15 h representd
62.78 % respecto al amanecer y so6lo 29.11 % en las plantas sin riego (p < 0.05). Este
efecto fue diferente entre las especies. Opuntia albicarpa, una de las especies con nivel
mayor de domesticacion, mostro la diferencia mayor del contenido de acido malico entre
las 7 y las 15 h en ambas condicione hidricas; al amanecer el contenido era 2.2 veces
mayor que en la tarde en los cladodios de las plantas con riego y 4.3 veces en los de las

plantas sin riego (Figura 2.1 C-D).

El nivel de domesticacion afectd el contenido de acido malico en los cladodios en
dependencia de la fase MAC y del Wa del suelo. Con ambos Wa del suelo a las 7 h las
especies silvestres, O. streptacantha, O. hyptiacantha, o ambas, presentaron contenido
significativamente mayor (p < 0.05) del acido que las especies con nivel mayor de
domesticacién, O albicarpa, O. ficus-indica, o ambas. Para las especies sin riego, al
amanecer, los cladodios de las especies silvestres tenian 15.01 % mas acido malico en
sus tejidos respecto a los de las especies domesticadas y un 35.76 % al atardecer (Figura
2.1 C-D).

2.5.2 Glucosa

Variantes

Las variantes, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de glucosa (Anexo B1). El contenido promedio de glucosa aument6 16.04 % a
las 15 h (7.64 mg 100 mg?) respecto a las 7 h (6.59 mg 100 mg), y disminuy6 19.01 %
en reaccion a la restriccién del riego (7.86 a 6.37 mg 100 mg?) (Anexo B3).

Con riego el contenido de glucosa entre las siete variantes, a las 7 h, fluctu6 entre 4.94 y
9.19 mg 100 mg, en Copena V1 y Cardona. En la misma condicién hidrica, a las 15 h el
contenido de glucosa incrementd (p < 0.05) en la mayoria de ellas, excepto en dos, y
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fluctud entre 4.90 y 10.07 mg 100 mg*, en Naranjon Legitimo y Cardona. En promedio el
contenido de glucosa de las siete variantes a las 15 h fue 13.90 % mayor que a las 7 h
(Figura 2.2 A).

Con la disminucién del Wa del suelo a -5.72 MPa, por la suspensién del riego, el contenido
de glucosa disminuy6 (P < 0.05), en las siete variantes en ambas horas de muestreo. En
esta condicién el contenido de glucosa a las 7 h varié entre 2.86 y 8.00 mg 100 mg?, y a
las 15 h entre 3.83 y 8.58 mg 100 mg* entre Copena V1 y Amarillo Platano. Este
monosacarido permanecié en concentraciones menores (p < 0.05) al amanecer respecto
de la tarde. Asi, con la restriccidn del riego, los cladodios de las siete variantes en la tarde

contenian 18.74 % mas glucosa que al amanecer (Figura 2.2 B).

Especies

Las especies, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de glucosa (Anexo B2). En promedio el contenido de glucosa incremento (p <
0.05) 16.98 % a las 15 h, respecto a las 7 h (6.31 y 7.39 mg 100 mg). Ademas, el Wa
del suelo disminuido por la falta de riego, en promedio provoc6 una reduccion (p < 0.05)
de 20.33 % del contenido de glucosa respecto a la condicién con riego (7.62 y 6.07 mg
100 mg?) (Anexo B4). En Opuntia ficus-indica se registré una disminucién promedio del
49 % en el contenido de glucosa con baja disponibilidad de agua respecto al riego regular
(Figura 2.2 C-D).

El nivel de domesticacion afectd (p < 0.05) el contenido de glucosa en los cladodios. El
contenido de este azucar fue significativamente menor en las especies mas
domesticadas, O. albicarpa y O. ficus-indica (5.01 mg 100 mg?), respecto a la silvestre
O. streptacantha (8.66 mg 100 mg™') (Anexo B4). Esto indica que en promedio, alas 7 h
y a las 15 h en la condicién con riego, O. albicarpa y O. ficus-indica presentaron 44.51y
31.88 % menos glucosa que el promedio de las especies silvestres O. streptacanthay O.
hyptiacantha. Similarmente, en la condicidén con riego restringido los contenidos promedio
de glucosa, en esas especies con nivel mayor de domesticacion en la mafana y en la

tarde fueron 45.38 y 34.58 % menores que en las especies silvestres (Figura 2.2 C-D).
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Figura 2.2. Contenido de glucosa (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y especies (C,
D) de Opuntia alas 7 h (m) y 15 h (=), cultivadas en invernadero, con riego (Wa en el suelo
de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (B, D) (n=6) (*
7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Il de MAC).

2.5.3 Fructosa

Variantes

Las variantes, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de fructosa (Anexo B1). El contenido promedio de fructosa a las 15 h fue (6.06
mg 100 mg?) 10.13 % mayor que a las 7 h (5.50 mg 100 mg) y disminuyo (p < 0.05)
14.33 % con la restriccién de riego (6.23 y 5.33 mg 100 mg?t) (Anexo B3).
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En suelo con Wa de -0.17 MPa el contenido de fructosa en los cladodios de las siete
variantes, alas 7 h, fluctué entre 4.46 y 7.32 mg 100 mg, en Naranjoén Legitimo y Amarillo
Olorosa. En la misma condicion hidrica del suelo, el contenido de fructosa a las 15 h no
cambié (p = 0.05), disminuy6 o incrementé (p < 0.05) respecto a las 7 h en dependencia
de la variante. A las 15 h el contenido de fructosa entre las variantes fluctué entre 4.83 y
7.66 mg 100 mg*, Naranjon Legitimo y San Pedrefia (Figura 2.3 A).

Con el Wa de -5.72 MPa en el suelo el contenido de fructosa disminuyo significativamente
solo en algunas variantes, en ambas fases MAC, respecto a la condicion con riego. Las
variantes sobresalientes en esta respuesta fueron Amarillo Olorosa y Copena V1, porque
disminuyeron el contenido de fructosa entre 51.40 y 61.03 %. En general, las variantes
por la restriccion de riego fue aumentar del contenido de fructosa a las 15 h respecto a
las 7 h. Pero, destacaron en esta respuesta Cardona, Amarillo Olorosa, Rojo Lirio y
Amarillo Platano porgue el contenido de fructosa en la condicion de riego fue igual en
ambas horas de muestreo 0 era menor a las 15 h respecto al amanecer. Asi, con la
restriccion del riego, el contenido mayor de fructosa en los cladodios de las siete variantes

en la tarde promedié 20.99 % respecto al contenido al amanecer (Figura 2.3 A-B).

Especies

Las especies, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de fructosa (Anexo B2). El contenido promedio de fructosa fue 14.62 % mayor
(p = 0.05) con disponibilidad de humedad en el suelo respecto a su restriccion (5.13 y
6.01 mg 100 mg?) (Anexo B4). En Opuntia ficus-indica se registré una disminucién
promedio del 51 % en el contenido de glucosa con baja disponibilidad de agua respecto

al riego regular (Figura 2.2 C-D).

En cada especie, el contenido promedio de fructosa no se alteré por la hora del dia
cuando las plantas se mantuvieron con riego, excepto en O. streptacantha que disminuyo,
de 6.88 a 5.82 mg 100 mg? a las 15 h respecto a las 7 h. La suspension del riego tendié

a aumentar el contenido de fructosa en los cladodios a las 15 h; en esta condicién hidrica

112



el contenido vari6 entre 2.44 mg 100 mg'y 6.64 mg 100 mgt alas 7 hy entre 2.84 y
7.66 mg 100 mg* a las 15 h (Figura 2.3 C-D).

Silvestres Domesticadas
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Figura 2.3. Contenido de fructosa (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y especies (C,
D) de Opuntia alas 7 h (m) y 15 h (o), cultivadas en invernadero, con riego (Wa en el suelo
de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (B, D) (n=6) (*
7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Il de MAC).

En general, el nivel de domesticacion afecté (p < 0.05) el contenido de fructosa en los
cladodios en cada especie. El contenido menor se observé en las especies con grado
mayor de domesticacion (4.04 y 4.48 mg 100 mg™ en O albicarpa y O. ficus-indica) y el

mayor en una de las silvestres (6.63 mg 100 mg* O. streptacantha) (Anexo 4). Pero, la
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especie con nivel intermedio de domesticacién estuvo fuera de la tendencia pues igualo
a la silvestre (Anexo 4). Ademas, en promedio, en ambas condiciones hidricas, en la
mafiana, los tejidos de los cladodios de las especies con nivel mayor de domesticacion,
O albicarpa y O. ficus-indica, presentaron 34.18 % menos de la fructosa que contenian
las especies silvestres, O. streptacantha y O. hyptiacantha; y en la tarde un 28.57 %
(Figura 2.3 C-D).

2.5.4 Sacarosa

Variantes

Las variantes y el Wa del suelo produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
sacarosa (Anexo B1). El contenido promedio de sacarosa fue similar en la mafiana y en
la tarde (4.12 mg 100 mg™) y con la restriccion del riego, disminuyd (p < 0.05) 22.20 %
(3.61 y 4.64 mg 100 mg?). Ademas, las diferencias en el contenido promedio del
disacarido entre las variantes fueron significativas (p < 0.05), con variacion entre 3.69 mg

100 mg, en Rojo Lirio, y 4.39 mg 100 mg?, en Amarillo Platano (Anexo B3).

En suelo hidratado, por el riego, el contenido de sacarosa en los cladodios de cada una
de las siete variantes a las 7 h fue similar (p = 0.05) al de las 15 h, excepto en Amarillo
Platano; esos contenidos fluctuaron entre 3.51 y 5.70 mg 100 mg?, en Rojo Lirio y
Amarillo Olorosa y Copena V1 (Figura 2.4 A). El Wa de -5.72 MPa disminuyo (p < 0.05) el
contenido de sacarosa, en ambas horas de muestreo, en cuatro de las siete variantes y
en otras tres no tuvo efecto. En la condicion de suelo con restriccion de humedad, los
contenidos del disacarido fluctuaron entre 2.06 y 4.77 mg 100 mg?, en Copena V1 y San
Pedrefia y Cardona, alas 7 hy entre 2.34 y 4.41 mg 100 mg, en Copena V1 y Amarillo
Platano, a las 15 h (Figura 2.4 B).
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Figura 2.4. Contenido de sacarosa (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y especies
(C, D) de Opuntiaalas 7 h (m) y 15 h (o), cultivadas en invernadero, con riego (\Wa en el
suelo de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (B, D)
(n=6) (* 7 h, final de fase | de MAC,; 15 h, fase Ill de MAC).

Especies

Las especies y el Wa del suelo produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
sacarosa (Anexo B2). El contenido promedio de sacarosa fue similar (p = 0.05) en la
mafiana y la tarde (4.12 mg 100 mg), con restriccion del riego el grupo de especies

presentd 25.79 % menos sacarosa que en la condicion con riego (Anexo B4). Opuntia
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ficus-indica registré una disminucion promedio del 60.62 % en el contenido de sacarosa

con baja disponibilidad de agua respecto al riego regular (Figura 2.2 C-D).

El efecto de la especie en el contenido del disacarido fue significativo (p < 0.05), las dos
especies silvestres, O. streptacantha y O. hyptiacantha, contenian (4.32 mg 100 mg)
9.80 % mas sacarosa que las dos especies con grado mayor de domesticacion, O

albicarpa y O. ficus-indica (Anexo B4).

Las condiciones hidricas del suelo generaron tendencia opuesta en el contenido del
disacarido respecto al gradiente de domesticaciéon. La tendencia general del contenido
de sacarosa en los cladodios de las plantas con riego, a las 7 y 15 h fue incrementar con
el nivel de domesticacion. En contraste, la suspension del riego generé la tendencia
opuesta. Con el Wade -0.17 MPa el contenido de sacarosa en los cladodios de la especie
silvestre O. streptacantha fue 4.55 y 4.02 mg 100 mg* al amanecery en la tarde y en los
de O. ficus-indica el contenido fue 24.0 y 38.0 % mayor que en la especie silvestre. Al
contrario, con el Wa de -5.72 MPa la especie silvestre presento el doble (p < 0.05) de
sacarosa (4.74 y 3.96 mg 100 mg™) respecto a los cladodios de la especie con nivel

mayor de domesticacion, O. ficus-indica (Figura 2.4 C-D).

2.5.5 Almidon

Variantes

Las variantes y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
almidon (Anexo B1). El contenido promedio de almidén incrementd (p < 0.05) en un 45.41
% en la tarde respectoalas 7 h (1.17 y 1.70 mg 100 mg?), las diferencias en el contenido
promedio de almiddn entre las variantes fueron significativas (p < 0.05), esos contenidos
mostraron un gradiente ascendente entre 1.13y 1.95 mg 100 mg, en Cardona y Copena
V1 (Anexo B3; Figura 2.5 A-B).

Ademas, el contenido de almidén en las variantes incrementé (p < 0.05) a las 15 h
respecto a las 7 h, con excepcion de Cardona y San Pedrefia en la condicidon con riego.
En promedio, el incremento en las siete variantes representd 16.09 y 69.63 % en la
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condicién con riego y sin él. Pero, individualmente Naranjon Legitimo y Copena V1 en la
condicidn con riego, estas dos variantes mas Cardona y Amarillo Platano en la condicion
sin riego destacaron por el incremento del contenido de almidon a las 15 h, respecto a
las 7 h; ya que, el aumento en estas variantes represento entre 37.03 y 98.05 % (Figura
2.5 A-B).
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Figura 2.5. Contenido de almidén (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y especies (C,
D) de Opuntia alas 7 h (m) y 15 h (@), cultivadas en invernadero, con riego (Wa en el suelo
de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (B, D) (n=6) (*
7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Ill de MAC).
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Especies
Las especies y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
almidén (Anexo B2). El contenido promedio de almidén incrementd (p < 0.05) en la tarde

(1.76 mg 100 mg) respecto a la mafiana (1.19 mg 100 mg?) (Anexo B4).

El contenido de almiddn varié significativamente entre las especies, y se ordenaron en
un gradiente ascendente, en el que las especies silvestres, como O. streptacantha y O.
hyptiacantha, y las domesticadas, como O albicarpa y O. ficus-indica, presentaron los
contenidos extremos (Anexo B4; Figura 2.5 C-D). Los contenidos del polisacarido en las
especies silvestres (1.13 y 1.35 mg 100 mg?) representaron Gnicamente 63.07 y 75.15
% de los contenidos promedio (1.63 y 1.95 mg 100 mg?) de almidén en las especies con

nivel mayor de domesticacion (Figura 2.5 C-D).

El contenido de almiddn en los cladodios en las plantas con riego de O. streptacantha y
O. hyptiacantha no se modific6 a las 15 h respecto a las 7 h. Pero en las otras tres
especies en la condicion de riego y en las cinco especies en la condicion de suspension
de riego el contenido de almiddn incrementé significativamente (p < 0.05) a las 15 h
respecto a las 7 h. Los incrementos fueron significativamente mayores con la restriccién
del riego. Esos incrementos, representaron entre 56 y 105 % del contenido de almidon a
las 15 h (Figura 2.5 C-D).

2.5.6 Fenoles totales

Variantes

Las variantes, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido fenoles totales (Anexo B1). El contenido promedio de fenoles totales disminuyo
en la tarde (17.44 umolas gt), respecto a las 7 h (20.26 pumolas g*) e incrementoé (p <
0.05) por la restriccion del riego (de 18.07 a 19.37 umolas g?). Ademas, las diferencias
en el contenido promedio de estos compuestos entre las variantes fueron significativas
(p < 0.05), entre 17.20 umolas g*, en Copena V1, y 20.01 umolas g*, en San Pedrefia
(Anexo B3).
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Entre las variantes el contenido de fenoles totales en los cladodios de las plantas con y
sin riego mostré variaciones significativas (p < 0.05). Las diferencias también se
observaron por efecto de la fase MAC. En ambas condiciones hidricas el contenido de
fenoles totales fue significativamente menor a las 15 h respecto a las 7 h. Con riego, a
las 7 h los contenidos variaron entre 17.29 ymolas g, en Amarillo Platano y Copena V1,
y 19.80 umolas g%, en Cardona, San Pedrefia, Amarilla Olorosa y Rojo Lirio. En la misma
condicion hidrica, a las 15 h el contenido disminuyo significativamente en la mayoria de
las variantes, la disminucién represento entre 5.52 %, en Copena V1, y 20 %, en Cardona
(Figura 2.6 A).

Las variaciones en el contenido de fenoles totales en los cladodios de las plantas sin
riego, a las 7 h, no fueron significativamente diferentes (p = 0.05) entre las variantes;
pero, a las 15 h el contenido disminuy6 significativamente, en proporciones diferentes,
entre las siete variantes. A las 15 h los fenoles representaron entre 9.0 y 30.4 %, respecto

a los contenidos a las 7 h (Figura 2.6 B).

Especies

Las especies, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de fenoles totales (Anexo B2). El contenido promedio de fenoles totales
disminuyo (p < 0.05) en la tarde (17.19 pmolas g*) respecto a la mafiana (20.24 g umolas
gl). El contenido promedio de estos compuestos incrementoé (p < 0.05) con la restriccion

del riego, respecto al riego regular (17.84 y 19.30 pumolas g*) (Anexo B4).

Entre las especies, el contenido de fenoles totales vario significativamente (p < 0.05).
Ellas se ordenaron en un gradiente opuesto al nivel de domesticacion. Las especies
silvestres, O. streptacantha y O. hyptiacantha, presentaron los contenidos mayores de
fenoles totales (19.50 pmolas g* en promedio) y la domesticada O. ficus-indica, presento

el contenido menor (17.20 umolas g*) (Anexo B4).

119



Silvestres Domesticadas

25 1 (A) (C) L 25

(D) - 25

Fenoles totales (umolas g~ tejido seco)

Fenoles totales (umolas g tejido seco)
3
i H
.3 .|
E 1 H
| 3
E 7 H
i H
h
H

> @ D u© O © O > ® ® > S
& Q)&\Q? 0\6\@ .\0\5\\ e (‘g\\& QJ&S g’b&(\ @‘@ do‘{\‘\ ‘5\0& &
RO S & § & & o N o
& & T ¢ & & ¢ o7 ¢
?SQ ?SQ ,b{b Q
Variantes Especies

Figura 2.6. Contenido de fenoles totales (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y
especies (C, D) de Opuntia alas 7 h (m) y 15 h (m), cultivadas en invernadero, con riego
(Wa en el suelo de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30
dias (B, D) (n=6) (* 7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Il de MAC).

Ademas, las diferencias en el contenido de fenoles totales entre las especies fueron
significativas en la mafiana, en la tarde y con ambos Wa en el suelo. En general, los
cambios en el contenido de estos compuestos se relacionaron con el nivel de
domesticacién. Las especies con nivel mayor de domesticacion y con riego presentaron
menos fenoles totales a las 7 h y las silvestres O. streptacantha y O. hyptiacantha
presentaron 13 % mas fenoles totales que O. ficus-indica. También con riego, a las 15 h

las especies silvestres presentaron mas fenoles que las domesticadas; pero, en esta
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condicion destacaron la silvestre O. hyptiacantha y la domesticada O. albicarpa, en ellas

la diferencia representd 16 % (Figura 2.6 C).

La diferencia (p < 0.05) mayor en el contenido de fenoles totales se observé a las 15 h,
en los cladodios de las plantas sin riego; entre las especies silvestre y domesticada, O.

streptacantha y O. ficus-indica. Entre estas la diferencia alcanzé 28 % (Figura 2.6 D).

2.5.7 Aminoécidos libres

Variantes

Las variantes, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de aminoacidos libres (Anexo B1l). El contenido promedio de aminoacidos
libres disminuyo (p < 0.05) en la tarde (0.075 mg 100 mg™), respecto a las 7 h (0.085 mg
100 mg?) y por la restriccion del riego (de 0.087 a 0.076 mg 100 mg™); ademas, las
diferencias en el contenido promedio de aminoécidos libres entre las variantes fueron
significativas (p < 0.05) y variaron entre 0.063 mg 100 mg*, en Amarillo Platano y Copena
V1, y 0.133 mg 100 mg?, en Cardona (Anexo B3).

La variacion del contenido de aminoéacidos libres entre las variantes con y sin riego, fue
entre 0.054 y 0.173 mg 100 mg?. Pero, con riego Cardona, San Pedrefia, Amarillo
Platano y Naranjon Legitimo disminuyeron (p < 0.05) 30 % su contenido de aminoacidos
libres a las 15 h, respecto a las 7 h; y con la restriccion de humedad la disminucion
representd 25 %, Unicamente en Amarillo Platano y Naranjon Legitimo. Las otras

variantes no mostraron modificacién (p = 0.05) entre las horas del dia (Figura 2.7 A-B).

Especies

Las especies, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de aminoacidos libres (Anexo B2). El contenido promedio de aminoacidos
libres disminuyd (p < 0.05) 13.46 % en la tarde (0.078 mg 100 mg™?) respecto a la mafiana
(0.090 mg 100 mg™), y 13.12 % con la restriccion del riego, respecto al riego regular (de
0.090 a 0.078 mg 100 mg?) (Anexo B4).
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Entre las especies, el contenido de aminoécidos libres vario significativamente (p < 0.05).
Ellas se ordenaron en un gradiente opuesto al nivel de domesticacion. La especie
silvestre O. streptacantha presenté los contenidos mayores (0.134 mg 100 mg?) y la
domesticada O. ficus-indica presenté el contenido menor (0.063 mg 100 mg™); aunque,
O. albicarpa con contenido alto de estos compuestos estuvo fuera de esta tendencia
(Anexo B4).
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Figura 2.7. Contenido de aminoacidos libres (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y
especies (C, D) de Opuntia alas 7 h (m) y 15 h (O), cultivadas en invernadero, con riego
(Wa en el suelo de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30
dias (B, D) (n=6) (* 7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Ill de MAC).
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Con el Wa de -0.17 MPa en el suelo el contenido de aminoacidos libres en las especies
disminuyo (p < 0.05) a las 15 h, respecto a las 7 h. La disminucion en O. streptacantha
destacd, pues represent6 33.58 % de la concentracién matutina y O. ficus-indica destaco
porque su disminucion no fue significativa (Figura 2.7 C). El contenido de estos
compuestos tendié a disminuir en algunas especies con la suspension del riego, respecto
a la condicion con riego; pero el efecto sobresaliente fue en el contenido vespertino
porque igualo al diurno, con excepcion de O. albicarpa que se mantuvo bajo (Figura 2.7
D).

Los contenidos de amino&cidos libres en los cladodios de la especie con nivel mayor de
domesticacién representaron entre 44.30 y 52.05 % de los contenidos en O.
streptacantha con y sin riego (Figura 2.7 C-D).

2.5.8 Proteina soluble

Variantes

Las variantes, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de proteina soluble (Anexo B1). El contenido promedio de proteina incrementé
54.67 % en la tarde (0.72 mg 100 mg?), respecto a la mafiana (0.47 mg 100 mg?) y
disminuyo (p < 0.05) por la restriccion del riego. Ademas, las diferencias en el contenido
de proteina soluble entre las variantes, fueron significativas (p < 0.05) y la variacion se
observé entre 0.51 mg 100 mg?, en Copena V1, y 0.64 mg 100m g, en un grupo de tres
variantes, Amarilla Olorosa, Amarillo Platano y Naranjén Legitimo (Anexo B3).

Con el Wa de -0.17 MPa el contenido de proteina soluble en las siete variantes fue (p <
0.05) mayor a las 15 h, respecto a las 7 h. Esos incrementos fueron diferentes entre las
variantes y representaron entre 26 y 62 % de los contenidos matutinos. En el Wa de -5.72
MPa en el suelo el contenido de proteina soluble disminuyé en cantidades variables en
las siete variantes, en ambas horas del dia, respecto a -0.17 MPa. Pero los contenidos
de proteina a las 15 h con el Wa de -5.72 MPa en el suelo también fueron superiores
respecto al amanecer. Asi, el contenido de proteina de las siete variantes en los dos

estados hidricos, fue mayor (p < 0.05) al atardecer en comparacion con la mafiana. Pero
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en este caso de la suspension del riego Rojo Lirio, Naranjon Legitimo y Copena V1
destacaron por el aumento de mas del doble de proteina soluble (Figura 2.8 A-B).
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Figura 2.8. Contenido de proteina soluble (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y
especies (C, D) de Opuntia alas 7 h (m) y 15 h (m), cultivadas en invernadero, con riego
(Wa en el suelo de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30
dias (B, D) (n=6) (* 7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Il de MAC).
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Especies

Las especies, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el
contenido de proteina soluble (Anexo B2). El contenido promedio de proteina soluble
incremento (p < 0.05) 54.84 % en la tarde (0.71 mg 100 mg?) respecto a la mafana (0.46
mg 100 mg), y disminuy6 20.35 % con la restriccién del riego, respecto al riego regular
(de 0.53 a 0.67 mg 100 mg?) (Anexo B4).

Entre las especies, el contenido de proteina soluble vario significativamente (p < 0.05), la
comparacién de esos contenidos form6 dos grupos sin relacion con su nivel de
domesticacion; uno con las especies con contenido alto de proteina (en promedio 0.62
mg 100 mg?), con la silvestre O. hyptiacantha, O. megacantha con domesticacion
intermedia, la domesticada O. albicarpa, y otro grupo con la silvestres O. streptacantha y

la domesticada O. ficus-indica (con promedio 0.52 mg 100 mg?) (Anexo B4).

Con el Wa de -0.17 MPa en el suelo el contenido de proteina soluble incrementd (p <
0.05) en cada especie a las 15 h, respecto al amanecer. El incremento fue diferente entre
las especies; pero destacaron las silvestres O. streptacantha y O. hyptiacantha por su

incremento menor y mayor, de 26.03 y 50.05 %, entre las fases (Figura 2.8 C).

Los contenidos de proteina soluble en las cinco especies con la restriccion de humedad
fueron significativamente menores que con riego, principalmente a las 7 h; este fue el
caso de O. ficus-indica, con 50 % de disminucion (Figura 2.8 C-D). El contenido de
proteina soluble no mostrd alguna tendencia relacionada con el nivel de domesticacion;
con excepcidn de los cladodios cosechados a las 15 h, de las plantas con suspension de
riego. En estas condiciones la especie silvestre O. streptacantha presentd 25 % menos

proteina que la especie domesticada O. albicarpa (Figura 2.8 D).

2.5.9 Actividad de invertasa acida

Variantes

Las variantes, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en la
actividad de invertasa acida (Anexo Bl). La actividad enzimatica disminuy6 (p < 0.05)
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15.16 % en la tarde (5.02 nmolas mg™ h'1), respecto a la mafiana (5.91 nmolas mg* h1)
y aumentd (p < 0.05) 4.05 % por la restriccion del riego; ademas, las diferencias entre la
actividad de invertasa acida promedio menor, 4.84 nmolas mg™* h** en Copena V1, y la

mayor, 6.22 nmolas mg* h't, en Cardona fueron significativas (p < 0.05) (Anexo B3).

La actividad de invertasa 4cida vario (p < 0.05) entre las variantes en ambos Wa del suelo
y ambas horas del dia. Con riego la actividad fue mayor (p < 0.05) 24.66 % a las 7 h
respecto a las 15 h, en las variantes. A las 7 h la variante Amarillo Platano presento la
actividad menor (5.18 nmolas mg?! h?) y un grupo de cuatro variantes la mayor (en
promedio 6.5 nmolas mg™ h'). En contraste, en la misma condicién hidrica a las 15 h un
grupo de cinco variantes mostré la actividad menor (en promedio 4.04 nmolas mg* h'1)y
otro grupo con las dos variantes restantes presento la actividad enzimatica mayor (5.94

nmolas mg? h') (Figura 2.9 A).

Con el Wa de -5.72 MPa en el suelo la actividad de invertasa acida fue mayor (p < 0.05)
a las 7 h respecto a las 15 h, en las variantes. En esta condicién hidrica dos variantes
mostraron los niveles menores de actividad (Naranjon Legitimo y Copena V1), en
promedio 4.82 nmolas mg* h? (Figura 2.9 B).

Especies

Las especies y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en la actividad de
invertasa acida (Anexo B2). La actividad de invertasa acida disminuyé (p < 0.05) 16.09 %
en la tarde (4.97 nmolas mg™* ht) respecto a la mafiana (5.92 nmolas mg™? h), y entre
las especies, la actividad de invertasa acida vari6 significativamente (p < 0.05), ellas se
ordenaron en un gradiente opuesto al nivel de domesticacién. La especie silvestre O.
streptacantha presenté la actividad mayor (6.22 nmolas mg? h) y la domesticada O.

ficus-indica presenté la actividad menor (4.84 nmolas mg™ h'1) (Anexo B4).

La actividad de invertasa acida fue mayor (p < 0.05) a las 7 h respecto a las 15 h en
ambos Wa, en las cinco especies y disminuyo con el nivel de domesticacion de las

especies, con excepcion de O. albicarpa y O. ficus-indica con riego a las 7 h; en estas
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condiciones ambas especies tuvieron actividad similar a las silvestres (6.5 nmolas mg*
h1) (Figura 2.9 C).

Con la restriccion del riego, la actividad de invertasa acida a las 7 y 15 h en la especie
con nivel mayor de domesticacion fue (4.84 y 4.35 nmolas mg™* h't) 25 % menor que en
la silvestre (Figura 2.9 D).
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Figura 2.9. Actividad de invertasa acida (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y
especies (C, D) de Opuntiaalas 7 h (m) y 15 h (m), cultivadas en invernadero, con riego
(Wa en el suelo de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30
dias (B, D) (n=6) (* 7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Il de MAC).
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2.5.10 Actividad de invertasa neutra

Variantes

Las variantes y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en la actividad de
invertasa neutra (Anexo Bl). La actividad de invertasa neutra incremento (p < 0.05) 10.34
% alas 15 h (5.82 nmolas mg™* h'1), respecto a las 7 h (5.27 nmolas mg* h!) y se iguald
(5.55 nmolas mg? h, en promedio) en ambos Wa del suelo. Ademas, la actividad de
invertasa neutra fue diferente (p < 0.05) en todas las variantes, con valores que fluctuaron
entre 4.87 nmolas mg™* h'* en Amarillo Platano, y 6.04 nmolas mg™ h'1, en San Pedrefia
(Anexo B3).

Con riego, la actividad de invertasa neutra fue similar (p= 0.05) en cada variante a ambas
horas del dia (de 5.49 a 6.05 y 5.69 a 6.25 nmolas mg™* h'!), excepto Amarilla Olorosa y
Amarillo Platano que disminuyo a las 15 h, respecto a las 7 h. Ademas, en esta condicion
hidrica las diferencias entre variante no fueron significativas; sélo Amarillo Platano mostré
actividad (4.37 nmolas mg™* h) menor (p < 0.05) respecto a las otras seis variantes
(Figura 2.10 A). En contraste, la restriccion de riego increment6 (p < 0.05) la actividad de

invertasa neutra en cada variante a las 15 h, respecto a las 7 h y (Figura 2.10 B).

Especies

Las especies, el Wa del suelo y fase MAC produjeron efecto diferente (p < 0.05) en la
actividad de invertasa neutra (Anexo B2). La actividad de invertasa neutra en el grupo de
especies incrementd (p < 0.05) 11.65 % a las 15 h (5.83 nmolas mg h't) respecto a la
mafiana (5.23 nmolas mg? h't), y disminuyé (p < 0.05) 3.64 % con la restriccion del riego

respecto al riego regular (5.45 y 5.65 nmolas mg™* h'! en promedio) (Anexo B4).

Entre las especies la actividad de invertasa neutra vario significativamente (p < 0.05), la
variacion mostré cierto orden relacionado con gradiente de domesticacion. Ambas
especies silvestres presentaron las actividades mayores (5.75 y 5.95 nmolas mg* hl) y
ambas domesticadas presentaron menos actividad (5.31 y 5.44 nmolas mg? h'?); pero, la
especie O. megacantha, con nivel intermedio de domesticacion, estuvo fuera de la

tendencia, con la actividad enzimatica menor entre las cinco especies (Anexo B4).
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En el Wa de -0.17 MPa la actividad de invertasa neutra fue similar (p = 0.05) en cada
especie a las 7 h (5.63 nmolas mg* h'%, en promedio) respecto a las 15 h (5.55 nmolas
mg* h', en promedio), salvo O. ficus-indica, con 9.52 % actividad mayor. Ademas, con
ese Wa solo O. megacantha difiri6 de las otras especies, por su actividad de invertasa
neutra hasta 20 % menor (p < 0.05) (Figura 2.10 C).
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Figura 2.10. Actividad de invertasa neutra (+ e.e.) en cladodios de variantes (A, B) y
especies (C, D) de Opuntia alas 7 h () y 15 h (m), cultivadas en invernadero, con riego
(Wa en el suelo de -0.17 MPa) (A, C) y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30
dias (B, D) (n=6) (* 7 h, final de fase | de MAC; 15 h, fase Il de MAC).
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Con la restriccion del riego, la actividad de invertasa neutra a las 15 h incremento (p <
0.05) un 19.80 % respecto a las 7 h en las cinco especies y sélo a las 7 h la actividad de
invertasa neutra promedio fue menor (11.93 %) en las cinco especies, respecto a la
condicion con riego (Anexo B4; Figura 2.10 D). Con la restriccion del riego, la actividad
de invertasa neutra disminuy6 con el nivel de domesticacion de las especies en ambas
fases MAC, en donde O. ficus-indica registro 7.91 y 34.37 % menos actividad enzimatica

gue de las especies silvestres en ambas fases MAC (Figura 2.10 D).

2.6 DISCUSION

La caida en el contenido de &cido malico en los tejidos de los cladodios, respecto al
amanecer, independientemente del Wa en el suelo, es tipica de las plantas MAC
(Corrales-Garcia et al., 2004) y se presento en las cinco especies independientemente
de su nivel de domesticacion. La caida en el contenido de acido en la tarde coincidié con
la que observaron Garcia-Nava et al. (2015) en 15 variantes de cinco especies de
Opuntia, después de 60 d sin riego en invernadero. La acumulacion nocturna de acido
malico, que permanece hasta el amanecer, es resultado de la fijacion de CO: catalizada
por la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPCasa) en las plantas MAC (Borland et al., 2014;
Nelson y Sage, 2008; Ventura-Aguilar et al., 2017).

Con el Wa en el suelo de -5.72 MPa (generado por la restriccion de riego) el contenido de
acido malico incrementé (24 % en promedio) en las cinco especies al amanecer, respecto
al riego regular. EI aumento en la fijacion nocturna de CO:2 se ha documentado en
especies MAC constitutivas, como Opuntia, como respuestas a la sequia; ese aumento
se refleja en el incremento del contenido de acido malico, en las primeras horas del dia
(Dodd et al., 2002; Griffiths et al., 2008; Winter et al., 2008). En contraste, la disminucion
del contenido de &cido malico en la tarde se acentué como resultado de la restriccion del
riego (en promedio 50 % menos que con riego) en las cinco especies. Este efecto puede
resultar del incremento en la descarboxilacion que mitiga la perdida de agua. En las
plantas MAC los estomas se cierran al iniciar el periodo con luz, el intercambio de gases
con el ambiente y la salida de vapor de agua disminuyen, la descarboxilacién del malato
en el citosol inicia y el COz asi liberado es re-fijado por la ribulosa-1,5-bisfosfato
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carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) en el ciclo de Calvin (Taybi et al., 2002; Herrera, 2009).
El déficit hidrico aumenta la actividad y cantidad de las principales descarboxilasas en
las especies MAC y la descarboxilacion de los acidos organicos es mayor durante el dia;
esta se correlaciona positivamente con la actividad nocturna aumentada del metabolismo

acido crasulaceo (Borland et al., 1998).

Durante el dia, al agotarse el acido organico, las concentraciones internas de CO:
disminuyen y los estomas se abren nuevamente (Drennan y Nobel, 2000; Borland et al.,
2014). Si el contenido de acido es bajo, como el que presentaron los cladodios a las 15
h con la restriccion del riego, los estomas puede permaneceran abiertos mas tiempo,
respecto a las plantas con Wa en el suelo de -0.17 MPa; por lo que, en esta condicion la
fijacion de CO2 puede incrementar, junto con la acumulacion nocturna y al amanecer de
acido malico. Opuntia y otras especies tipo MAC fijan CO: casi exclusivamente en la fase
| (18:00 a 6:00 h) incluso con alta disponibilidad de humedad (Osmond, 1978; Nobel,
1988).

La asimilacion de C en Opuntia se estima mediante la acumulacion nocturna del acido
malico (Scalisi et al., 2016). Opuntia ficus-indica presenté acumulacion menor de acido
malico (al amanecer con y sin riego), incluso en la tarde con restriccion del riego, respecto
a las especies silvestres y con nivel intermedio de domesticacion. Este resultado puede
indicar indirectamente la disminucién de asimilacion nocturna de CO2 como resultado de
la domesticacion, su adaptacion a los ambientes antropicos y modificacion de la dinamica
de consumo y exportacion de fotoasimilado dirigidas principalmente al crecimiento. En
plantas MAC la fijacion nocturna del CO: a través de la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC), utiliza PEP como sustrato, formado a partir de hidrélisis nocturna de los
carbohidratos, con la formacion de acido malico como producto final (Borland et al., 2011;
Cushman et al., 2015). Esto concuerda con los contenidos significativamente menores
de glucosa y fructosa al amanecer y en la tarde, en ambos Wa en el suelo y de sacarosa
con -5.72 MPa para el disacarido en O. albicarpa y O. ficus-indica que son las especies
con nivel mayor de domesticacion. Ademas, la acumulacion de almidon

significativamente mayor en estas, al amanecer y en la tarde, en ambos Wa en el suelo,

131



respecto a las especies silvestres y con nivel intermedio de domesticacién indica que la
asignacion del C asimilado difiere en dependencia del nivel de domesticacion.

Durante el proceso de domesticacion las plantas incrementan su capacidad de
adaptacién a ambientes diferentes a los silvestres, que en general son desfavorables
para el cultivo. Esa adaptacion depende de las modificaciones del metabolismo, en
diferentes niveles (Garcia-Nava et al., 2015; Lopez-Palacios et al., 2012, 2015). Por lo
anterior, las diferencias en el contenido de los monosacéaridos, la sacarosa y el almidon,
pueden constituir una caracteristica del sindrome de domesticacion, con cambios
fisiolégicos y bioquimicos relacionados con el metabolismo de C, que les permite a las
especies domesticadas de Opuntia diferenciarse de sus antecesores (Harlan, 1992;
Casas et al., 1999).

Cushman y Borland (2002) indicaron que la acumulacion de &cidos organicos en
respuesta a la limitacion de humedad puede ser un mecanismo de ajuste osmotico en
especies tipo MAC; aunque, en Opuntia el aumento del contenido de acido se cuantificd

al amanecer y no se detect6 en la tarde.

Los contenidos de acido malico entre las especies difirieron parcialmente con los de
Garcia-Nava et al. (2015) en quince variantes de cinco especies de Opuntia con
restriccion de humedad por 60 dias; en esas condiciones los valores matutinos (5 h)
estuvieron en el intervalo de 0.66 a 1.00 g 100 g*. Estos son en promedio hasta 51 %
menores a los de la presente investigacion. Las diferencias pueden atribuirse a las
discrepancias en edad de la planta, condiciones ambientales, época de cosecha, tiempo
en la restriccion de riego u otras. Los resultados coincidieron con la ausencia de una

tendencia reconocible del contenido de acido malico entre las cinco especies en la tarde.

Las plantas MAC exhiben fluctuaciones diarias en el contenido de glucosa, este azlcar
puede almacenarse hasta el siguiente periodo oscuro (Smith y Bryce, 1992; Christopher
y Holtum, 1996; Holtum et al., 2005). El contenido nocturno de glucosa es producto de la

degradacion del almidén en el cloroplasto (Antony y Borland, 2009; Zeeman et al., 2010).
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El contenido mayor de glucosa en las especies silvestres Unicamente a las 7 h confirma
la conveniencia del desarrollo de estudios factoriales para identificar las diferencias y

similitudes bioquimico-fisiolégicas entre las especies.

La osmoproteccidon es un mecanismo asociado a la supervivencia de las plantas (Serraj
y Sinclair, 2002). Los azucares acumulados, como glucosa, fructosa, sacarosa, entre
otros, funcionan en la preservacion de la homeostasis, como osmolitos, para aliviar los
efectos negativos del estrés abidtico, producidos por salinidad, déficit de humedad y frio
(Hoesktra et al., 2001; Bogdanovi¢ et al., 2008; Sami et al., 2016). En la presente
investigacioén, los contenidos de los tres azlUcares en los nopalitos por efecto del Wa del
suelo de -5.72 MPa, respecto a -0.17 MPa, variaron entre variantes y especies; pero, la
tendencia general no mostro incrementos significativos que permitan suponer el papel
osmoregulador de esos azucares en los cladodios a una condicion de estrés. Aunque, el
aumento de los contenidos de estos azlcares puede que se exprese solo cuando la
supervivencia de las plantas esté amenazada. Al respecto, Goldstein et al. (1991)
demostraron que la acumulacién de solutos del parénquima y clorénquima de O. ficus-
indica, se ve poco afectada después de tres meses de sequia; lo cual, esta en
concordancia con la capacidad del género Opuntia para tolerar el déficit de humedad
edafico extremo causado por sequias prolongadas por varios meses (Aguilar-Becerril y
Pefa-Valdivia, 2006). Las plantas de nopal muestran capacidad extraordinaria para
almacenar agua en sus tallos suculentos, por lo que se consideran reservorios naturales
de agua (Flores-Hernandez et al., 2004; Scalisi et al., 2016), los cladodios con mayor
edad, particularmente bajo condiciones de sequia, almacenan el agua y la proporcionan

a los érganos fotosintéticamente activos (Scalisi et al., 2016).

En el presente estudio, la suspensién de riego por un mes (Wa del suelo de -5.72 MPa)
pudo haber modificado el equilibrio hidrico en la planta; pero la acumulacion de glucosa
en los cladodios jovenes no fue una respuesta al ajuste osmatico, ya que los contenidos
diurnos y vespertinos del azucar fueron en promedio entre 19 y 21 % menores, respecto
a la condicion con Wa de -0.17 MPa en el suelo. Ademas, otros factores pueden modificar
el estado hidrico de los cladodios de plantas en sequia; entre ellos esta la penetracion a
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través de areolas del agua que se condensa durante la madrugada sobre los cladodios
(Aguilar-Becerril y Pefia-Valdivia, 2006). El contenido de glucosa y fructosa menor en las
especies domesticadas, puede estar relacionado con consumo por la produccién mayor

de brotes fotosintéticamente activos en el momento del muestreo.

Un déficit moderado de agua en nopal no produce ajustes severos en su maguinaria
fotosintética (Aguilar-Becerril y Pefia-Valdivia, 2006), que pudieran dirigirse a la
proteccion celular; por lo que parece que la osmoproteccion es funcional solo cuando las
plantas presentan déficit hidrico severo (Serraj y Sinclair, 2002). Aguilar-Becerril y Pefia-
Valdivia (2006) hacen mencion sobre la dificultad de reconocer la condicion de déficit de

humedad en nopal.

La sacarosa es la fuente principal de C organico, se almacena en la vacuola o se
metaboliza, es un metabolito y una molécula de sefalizacion (Reca et al., 2008; Wind et
al.,, 2010; Ruan, 2012; Gao et al., 2014). Durante el dia el disacarido se sintetiza en el
citoplasma a partir de triosa fosfato provenientes del cloroplasto, por la noche es producto
de la degradacion del almidén (Zeeman et al., 2004, 2010; Padilla-Chacon y Martinez-
Barajas, 2007; Antony y Borland, 2009). En dependencia de los requerimientos
metabdlicos de la planta, la sacarosa puede transportarse, a través del floema, desde
tejidos fotosintéticamente activos (cladodios jévenes en nopal) a tejidos que la demanden
(Ruan et al., 2010), como el fruto y los cladodios viejos y senescentes. EIl crecimiento y
los procesos de mantenimiento celulares requieren aporte de C diurno y nocturno (Smith
y Stitt, 2007). En promedio, el contenido de sacarosa no se modific las 15 h respecto a
las 7 h, en ninguna de las condiciones hidricas. Esto indica que independientemente del
nivel de domesticacion y disponibilidad de humedad, los cladodios jévenes de Opuntia,

mantuvieron en equilibrio la sintesis y exportacién de la principal fuente de C orgéanico.

El contenido de sacarosa incrementd directamente con el gradiente de domesticacion
cuando el Wa en el suelo era -0.17 MPa. Opuntia ficus-indica presento entre 24 y 38 %
mayor contenido respecto a O. streptacantha alas 7 y 15 h. Esta tendencia fue opuesta

a la que se presento en el contenido del disacarido con el Wa de -5.72 MPa en el suelo.
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Con este Wa las especies silvestres y con domesticacién intermedia presentaron, en
ambas horas del dia, el doble 0 més sacarosa respecto a las especies domesticadas;
esta tendencia fue similar a las de los monosacaridos. Los resultados pueden
interpretarse como cierta reaccion a la restriccion de riego, inclusive anticipada a los
periodos prolongados de sequia que enfrentan naturalmente las especies silvestres en
su habitat natural. Estos resultados coincidieron con los de Astello-Garcia et al. (2015);
ellos determinaron que el contenido de azlcares totales en O. streptacantha y O.
megacantha, cultivadas en condiciones de campo, fue (54.7 y 66.4 mg g) el doble que
en O. albicarpa y O. ficus-indica (28.3 y 38 mg g'). Pichereaux et al. (2016) también
observaron que O. streptacantha tuvo cerca del doble (61.0 mg g™") de azlcares totales
que O. albicarpa (36.9 mg g™') y O. megacantha presenté cerca de cuatro veces mas

azucares que la especie domesticada (103.7 mg g™").

Una caracteristica de las plantas domesticadas es su dependencia al ambiente
humanizado para su sobrevivencia, mediante cambios en su adaptacién ecoldgica
(Perales y Aguirre, 2008). Garcia-Nava et al. (2015) indicaron que O. ficus-indica tiene
demanda mayor de agua que las variantes silvestres, lo que parece relacionarse con la
presencia de contenidos mayores de sacarosa en sus cladodios jovenes y
fotosintéticamente activos (Aguilar-Becerril y Pefia-Valdivia, 2006). El contenido mayor
del contenido de sacarosa en las especies domesticadas en la presente investigacion,
respecto a las silvestres el Wa del suelo era -0.17 MPa concuerda con lo que sefialan

€S0sS autores.

La sacarosa es sustrato para el metabolismo energético y la biosintesis de macro-
moléculas, que resulta en acumulacion de biomasa, crecimiento y desarrollo (Wang et
al., 2013). El disacarido es clave en la vida vegetal, tanto que una planta sin sacarosa no
es concebible (Salerno y Curatti, 2003). Wind et al. (2010) indicaron que el aumento en
la sintesis de sacarosa generalmente resulta en produccién mayor de biomasa. El
contenido mayor de sacarosa en esos cladodios, con disponibilidad de agua por el riego,

parece relacionarse con la biomasa de los frutos y el contenido de su pulpa, que fueron
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mas del doble en 150 variantes de O. albicarpa y O. ficus-indica respecto a 48 silvestres

de O. streptacantha y O. hyptiacantha evaluadas por Lépez-Palacio et al. (2015).

Durante la fase | del MAC, intervalo nocturno del ciclo en el que la PEPCasa esta activa
y participa en la fijacion de COz, la degradacion del almidon, como almacén transitorio de
C y energia, suministra esqueletos de C para la sintesis de fosfoenolpiruvato (Dodd et
al., 2003). La presencia de almidén en los cloroplastos de tejidos fotosintéticos puede ser
simultanea a la sintesis de sacarosa en el citosol (Zeeman et al., 2004, 2010). Las
reacciones nocturnas en plantas MAC expresan tasas elevadas de degradacioén del
almidén, con lo que se abastecen sustratos para la sintesis de sacarosa y
fosfoenolpiruvato (Christopher y Holtum, 1996; Wang et al., 2001; Dodd et al., 2003;
Cushman et al., 2008; Zeeman et al., 2010). El aumento en el contenido de almidén a las
15 h, respecto a las 7 h, cuando el Wa del suelo era -0.17 MPa, en O. megacantha, O.
albicarpa y O. ficus-indica, contrasté con la estabilidad del contenido del polisacarido, en
ambas horas del dia, en las especies silvestres. Pero, con el Wa del suelo de -5.72 MPa
las cinco especies incrementaron significativamente (hasta 80 %) el contenido de almidén
alas 15 h respecto a las 7 h. En plantas C3, como girasol (Helianthus annuus), espinacas
(Spinacia oleracea) y frijol (Phaseolus vulgaris) (Fredeen et al., 1991; Zrenner y Stitt,
1991; Herrera-Flores et al., 2012), con déficit hidrico el contenido de almidén disminuye,
y su hidrdlisis resulta en el incremento de los niveles de sacarosa y hexosas (Pelleschi et
al., 1997; Vu et al., 1998). Un comportamiento similar se observd en las especies
silvestres O. streptacantha y O. hyptiacantha. Estos resultados evidencian algunos de los
cambiados en el metabolismo de C del género Opuntia durante su domesticacioén y su

interaccidon con el ambiente.

La degradacién del almiddn transitorio se detiene durante el dia (Zeeman et al., 2002;
Streb et al., 2009) y durante la noche se hidroliza, a tasas mas o menos constantes. Los
granulos de almidon no afectan la osmolaridad y las plantas almacenan grandes
cantidades de este polisacéarido sin alterar el equilibrio hidrico de las células (Ball y Morell,

2003). Por lo que el contenido diurno y vespertino de este polisacarido inverso al nivel de
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domesticacion entre las variantes, con la restriccion del riego, no tiene relaciéon con los

ajustes en la osmolaridad en las especies.

Las invertasas (EC 3.2.1.26) y sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13) catalizan la hidrdlisis de la
sacarosa (Salerno y Curatti, 2003; Vargas y Salerno, 2010; Tauzin et al., 2014). La
invertasa &cida soluble es una enzima con actividad en la vacuola (Roitsch y Gonzélez,
2004; Vargas et al., 2007), donde el pH (4.5 a 5.5) para expresar esta actividad no es
restrictivo (Linconly Zeiger, 2006; Rae et al., 2011). Este intervalo de pH es el que exhibe
la vacuola de los cladodios jovenes al amanecer (Corrales-Garcia et al.,, 2004;
Bentacourt-Dominguez et al., 2006; Rodriguez-Garcia et al., 2007). La actividad de la
invertasa &cida la regula el pH dentro de la vacuola, que depende de la actividad
antiportadora de H* / azucar en el tonoplasto, u otros antiportadores, como potasio,
cloruro y malato (Ruan, 2014; Wang et al., 2014). La actividad mayor de la enzima a las
7 h, en las cinco especies en ambos Wa del suelo, indica que el ambiente vacuolar en los
cladodios jovenes es favorable para la actividad de invertasa acida independientemente
del nivel de domesticacion y condicion hidrica y se modifica a las 15 h, probablemente

por los cambios de pH debidos a la disminucién de compuestos como el &cido malico.

La actividad de invertasa acida en el presente estudio disminuyé con el gradiente de
domesticacién en ambas horas del dia, con la restriccién de riego, y a las 15 h cuando el
Wa del suelo era -0.17 MPa. En esta condicion hidrica O. albicarpa y O. ficus-indica
mostraron actividad mayor a la tendencia del gradiente; ademds, estas especies
presentaron contenidos mayor de sacarosa. Esto parece estar relacionado con la activad
metabdlica mayor y demanda elevada de sustratos para el crecimiento y desarrollo de

los cladodios que caracteriza a O. ficus-indica (Reyes-Aguero et al., 2005b).

La invertasa vacuolar esta implicada en la acumulaciéon de hexosas y la expansion celular,
mediante incremento de la osmolaridad y afluencia de agua (Ruan et al., 2010). La
disminucién de la actividad de invertasa acida a las 15 h en relacion directa al gradiente
de domesticacion podria estar relacionada con los mecanismos bioquimicos que

confieren eficiencia mayor a las especies silvestres para absorber agua, respecto a las
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domesticadas. Lo que explicaria, parcialmente la tolerancia mayor de las silvestres a la
sequia, respecto a las domesticadas. Ademas del rol fundamental en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, el papel regulador de la invertasa vacuolar en la resistencia al
estrés bidtico y abidtico se ha documentado en maiz (Zea mays L.) tomate (Lycopersicon
esculentum) y papa (Solanum tuberosum) (Zeng et al., 1999; Kim et al., 2000;
Schaarschmidt et al., 2006; Liu et al., 2011; Tauzin y Giardina, 2014). Ademas de lo
anterior, otro aspecto que debera caracterizarse es el referente a los transportadores de
sacarosa y hexosas en el tonoplasto y su papel en la regulacion de los flujos de C en
especies MAC (Antony y Borland, 2009).

En la célula existe otra isoforma de invertasa, conocida como invertasa neutral/alcalina o
invertasa citosolica/plastidica/mitocondrial, se encuentra principalmente en el citosol,
pero también en cloroplastos (Vargas et al., 2008), mitocondrias y nucleo (Vargas y
Salerno, 2010). Seguramente, cada isoforma tiene funcion especifica en la particion del
C intracelular. Las especies silvestres presentaron contenidos mayores de hexosas,
respecto a las domesticadas, y coincidié con el contenido menor de la sacarosa solo
cuando el Wa del suelo era -0.17 MPa;, pero, la actividad mayor de invertasa neutra fue
practicamente similar entre las especies. Las invertasas estan involucradas en varios
aspectos del ciclo de vida de la planta y en su reaccion a estimulos ambientales, pues
sus sustratos y productos son moléculas del metabolismo primario y de sefalizacion que
pueden regulan una variedad de genes en diferentes vias fisiolégicas (Koch, 1996; Sheen
et al., 1999; Roitsch y Gonzalez, 2004). Las invertasas son consideradas enzimas clave
en la respuesta al estrés (Hare et al., 1998; Bolouri-Moghaddam et al., 2010; Ruan et al.,
2010; Ruan, 2014). Por lo que sobresalio que la actividad de invertasa neutra fuera similar
dentroy entre las especies alas 7y 15 h en el Wa del suelo de -0.17 MPa, excepto alguna
excepcion. Aunque, con Wa del suelo de -5.72 MPa las cinco especies presentaron
actividad invertasa neutra significativamente mayor a las 15 h, respecto alas 7 h y las
domesticadas presentaron en promedio 14 % mas actividad. La actividad invertasa neutra
mayor al atardecer concordo con los contenidos menores de sacarosa, sustrato para esta
enzima y compuesto principal derivado de fotosintesis que se sintetiza durante el dia en
el citosol (Gao et al., 2014).
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La invertasa neutra proporcionan sustrato para el ciclo de los &cidos tricarboxilicos en
tejidos en los que las actividades de invertasa acida o sacarosa sintasa son bajas o
insuficientes, por lo que se considera que es enzima de "mantenimiento” (Winter y Huber,
2000; Roitsch y Gonzalez, 2004). La complementariedad de actividad de invertasas se
observo en las cinco especies, con Wa del suelo de -5.72 MPa; pero con riego, no se
observo este comportamiento. Al respecto, las funciones fisiol6gicas de las isoformas de
invertasa son dependientes del tipo de tejido y de su localizacién sub-celular (Roitsch y
Gonzalez, 2004).

Entre las aplicaciones del contenido de proteina total o soluble en los tejidos de las
plantas esta la actividad metabdlica global de los tejidos; en general, la actividad mayor
se desarrolla con mas proteinas y viceversa (Nobel, 1983). Ademas, las condiciones
ambientales, como temperatura, ciclo del dia (luz u oscuridad) y disponibilidad de agua
modulan la sintesis de proteinas en Opuntia (Nobel e Israel, 1994; Drennan y Nobel,
2000). Pichereaux et al. (2016) indicaron que aproximadamente la mitad de las proteinas
de Opuntia corresponden a los procesos metabdlico. De acuerdo con lo anterior, los
procesos metabdlicos globales en los cladodios de las cinco especies en ambos Wa del
suelo fueron significativamente mayores a las 15 h; en promedio, entre 25y 50 % en el
Wa de -0.17 MPa respecto a las 7 h. Pero, con el Wa de -5.72 MPa las diferencias
incrementaron hasta mas de 100 % junto con el gradiente de domesticacion. Estos
resultados, muestran indirectamente la magnitud de los ajustes en la “maquinaria”
metabdlica de los cladodios tiernos de Opuntia en este Wa disminuido por la falta de riego.
Ademas, concuerdan con la reaccion menor de las especies silvestres, ya que estan
adaptadas a las condiciones de déficit hidrico extremo de los ambientes aridos y

semiaridos.

En el ciclo con diurno, Opuntia sobre expresa un numero considerable de proteinas,
principalmente las involucradas en la regulacion de la glucolisis (Pichereaux et al., 2016).
Los contenidos mayores de proteinas a las 15 h en las cinco especies concuerdan con lo
anterior. Guevara-Figueroa et al. (2010) observaron, en SDS al 15 %, la banda de la

subunidad grande de Rubisco sobre expresada en todas las variedades de Opuntia que
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analizaron. Eso concuerda con la observacion de que Rubisco puede representar mas
de 50 % de la proteina soluble en hojas de plantas C3. Lo anterior permite explicar una

fraccion de los aumentos en la proteina soluble de los cladodios a las 15 h (Winter, 1982).

Los contenidos de proteina soluble de este estudio coinciden con la tendencia
determinada por Pichereaux et al. (2016) en Opuntia, con déficit hidrico; los autores
indicaron que O. hyptiacantha y O. streptacantha fueron las especie con menos proteina
(10.5y 11.0 %) y O. ficus-indica tuvo el contenido mayor (11.7 %). La respuesta de las
plantas a diferentes tipos de estrés incluye la alteracién en la expresién de proteinas.
Estos cambios generalmente estan relacionados con el aumento o la disminucion de la
expresion de genes especificos, y dependen de la naturaleza, duracion y severidad del
estrés (Moreno, 2009).

Las plantas en estrés abidticos y bidticos activan mecanismos de sobrevivencia (Shulaev
et al., 2008); puede suceder activacién de genes y sintesis de compuestos, entre estos
altimos destacan los aminoacidos. Estos compuestos se acumulan frecuentemente en
respuesta al estrés (Hassan et al.,, 1994). Opuntia streptacantha destacd entre las
especies por su contenido significativamente alto de aminoacidos libres en ambos Wa del
suelo y en ambas horas del dia (hasta dos veces mas respecto a las otras especies).
Esta caracteristica puede estar asociada a su capacidad para sobrevivir periodos
prolongados con humedad limitada; sin embargo, el contenido de aminoacidos libres en
esta especie en el Wa de -0.17 MPa fue mayor o igual que en el Wa de -5.72 MPa. Segun
Pimienta-Barrios et al. (2007) las especies silvestres de nopal presentan resistencia
mayor a la sequia que las cultivadas. La acumulacion de aminoacidos como la prolina,
ademas de inducir ajuste osmético, protege las membranas y las proteinas de la
deshidratacion (Moreno, 2009). Garcia-Nava et al. (2015) determinaron que las especies
silvestres de plantas en invernadero, después de 60 sin riego, mostraron menor
permeabilidad de membranas celulares (14.5 %) respecto a las especies domesticadas.
En contraste con estas evidencias, en este estudio el incremento en el contenido de
aminoacidos libres como reaccion a la restriccion del riego o su relacion con el nivel de

domesticacion no fueron identificables.
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Glaubitz et al. (2015) documentaron la biosintesis de aminoacidos y poliaminas son
algunas de las principales vias influenciadas por la temperatura; esto ayudaria a explicar
las diferencias en los contenidos de aminoéacidos libres entre los dos horarios. No

obstante, las diferencias no se presentaron en las cinco especies.

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, pero con un rol en el crecimiento,
reproduccion, proteccion contra patdgenos y predadores en las plantas (Balasundram et
al., 2006; Neilson et al., 2013). Las plantas, como organismos sésiles, discriminan entre
los factores su entorno y responder a ellos, una manera es la produccion de metabolitos

secundarios (Neilson et al., 2013).

Los compuestos fendlicos se han asociados con efectos benéficos para la salud humana,
a través de su capacidad antioxidante, derivado del consumo de frutas y vegetales (Heim
et al., 2002; Parr y Bolwell, 2000). El género Opuntia es fuente de compuestos fendlicos;
ya que se ha identificado en semillas, pulpa, cascara, cladodios y flores (Guevara-
Figueroa et al., 2010; Moussa-Ayoub et al., 2014; Benayad et al., 2014; Jiménez-Aguilar
et al., 2015; Astello-Garcia et al., 2015; Pichereaux et al., 2016).

La relacién inversa del contenido de fenoles totales y el nivel de domesticacién ya se han
documentado. Los resultados del presente estudio coincidieron con los de Guevara-
Figueroa et al. (2010); estos autores determinaron que el contenido de fenoles totales en
los cladodios de especies silvestres fueron (17.8 a 19.9 mg g?) significativamente
mayores que los de las especies comerciales (5.25 y 11.7 mg g). Pichereaux et al.
(2016) también cuantificaron contenido mayor de fenoles (65.1 umol g™') en O.
streptacantha que en O. megacantha y O. ficus-indica (57.8 y 56.7 uymol g~'). Astello-
Garcia et al. (2015) sefialaron que O. streptacantha también fue la especie con el
contenido mayor de compuestos fendlicos (56.8 umol g~') y que en su estudio observaron
una relacion inversa del contenido de compuestos fendlicos y el nivel de domesticacion,
con excepcion de O. hyptiacantha, que presentd el valor menor (33.4 ymol g™"). Aunque,
con Wa de -5.72 MPa el contenido de fenoles totales no mostro el gradiente citado, en

general.
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Los contenidos de fenoles totales en la presente investigacion fueron menores a lo
reportado por Astello-Garcia et al. (2015) y Pichereaux et al. (2016). Entre los factores
gue modifican el contenido de estos metabolitos esta la temperatura y en este estudio
observamos que el Wa del suelo en combinacion con la hora del dia también los modifican
las diferencias entre los resultados de este estudio y los de la literatura pueden deberse
a factores del ambiente de cultivos de las muestras analizadas. El contenido fendlico
también difiere entre tejidos, etapas de desarrollo del cladodio y épocas del afio (Neilson
et al., 2013; Ventura-Aguilar et al., 2017).

2.7 CONCLUSIONES

El contenido de acido malico, glucosa, fructosa, sacarosa, almidon, fenoles totales,
aminodcidos libres, y la actividad de invertasa acida de cladodios jovenes de nopalitos se
modifican en dependencia del nivel de domesticacion. Opuntia streptacantha y O. ficus-
indica localizadas en los extremos del gradiente de domesticacion son las que presentan
el contraste mayor en la composicién quimica de sus cladodios; pero el contraste se
manifiesta en condiciones contrastantes de disponibilidad de humedad y en respuesta al
MAC.
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CAPITULO IlIl. CICLO ACIDO CRASULACEO DEL CONTENIDO DE ACIDO MALICO,
CARBOHIDRATOS, AMINOACIDOS LIBRES Y PROTEINA SOLUBLE
DE CLADODIOS DE Opuntia CON DIFERENTE NIVEL DE DOMESTICACION

3.1 RESUMEN

El metabolismo &cido crasuldceo (MAC), es una de las tres vias de fijacion de CO:2
fotosintético en las plantas superiores y se acompafia por la eficiencia mayor del uso de
agua. El objetivo de este estudio fue determinar la expresion del metabolismo acido
crasulaceo en el contenido de acido malico, carbohidratos, aminoacidos libres, proteinas
solubles, fenoles totales, actividad de invertasa y potencial osmatico en cladodios jovenes
de Opuntia por efecto de la domesticacion en un ciclo de 24 h. La hipotesis fue que los
cambios en el contenido de carbohidratos, aminoacidos libres, proteinas solubles, fenoles
totales, actividad de invertasa y potencial osmatico en el ciclo MAC de cladodios jévenes
de Opuntia a lo largo del dia se relacionan directamente con el nivel de domesticacion.
El estudio se realizo en cladodios de 3 a 4 semanas de edad, cosechados cada 4 h en
un ciclo de 24 h, de plantas sin riego por 30 d (Wa del suelo de -5.72 MPa), de siete
variantes de O. streptacantha, O. hyptiacantha, O. megacantha, O. albicarpa y O. ficus-
indica. El disefio experimental fue factorial, completamente al azar, 5 x 6 (especies X
horario de muestreo). La unidad experimental fue un cladodio de plantas independientes,
con seis repeticiones. Las variables analizadas fueron el contenido de acido malico,
glucosa, fructosa, sacarosa, almiddn, fenoles totales, aminoéacidos libres y proteina
soluble, actividad de invertasa &cida e invertasa neutra y potencial osmaético. Las
especies, hora del dia, e interaccidn entre los factores especie x hora del dia fueron
altamente significativas (p < 0.0001) para las 11 variables. La composicion quimica de
los cladodios de Opuntia se modifico significativamente por la hora del dia y en
dependencia de la especie. Las especies en los extremos del gradiente de domesticacion
(silvestres y con nivel mayor de domesticacion) presentaron el contraste mayor en la

composicién quimica y actividad de invertasa acida en sus cladodios.

Palabras clave: Opuntia, domesticacion, especies, acido malico, ciclo de 24 h.
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3.2 ABSTRACT

The crassulacean acid metabolism (CAM) is one of the three photosynthetic CO2 fixation
routes in higher plants and is the one with the highest water use efficiency. The objective
in this study was to determine the content variation malic acid, carbohydrates, free amino
acids, soluble proteins, total phenols, invertase activity, and osmotic potential in young
cladodes of Opuntia plants with different domestication degrees during their 24 h CAM
photosynthetic cycle. We hypothesized that the variation in the carbohydrates, free amino
acids, soluble proteins, total phenols, invertase activity, and osmotic potential in during
the CAM cycle of young Opuntia cladodes throughout the day directly correlates with their
domestication degree. This study was carried out in 3 to 4 weeks age cladodes, harvested
every 4 h during a 24 h cycle, on plants without irrigation for 30 d (soil Ww of -5.72 MPa),
from seven variants of O. streptacantha, O. hyptiacantha, O. megacantha, O. albicarpa
and O. ficus-indica. The experimental design was factorial, completety randomized, 5 x 6
(species x sampling time). Each cladode as an independent experimental unit, with six
repetitions. The analyzed variables were: malic acid content, glucose, fructose, sucrose,
starch, total phenols, free amino acids and soluble protein, acid invertase activity and
neutral invertase and osmotic potential. The species, time of day, and interaction between
species x time of day factors were highly significant (p < 0.0001) for the 11 evaluated
variables. The chemical composition of the Opuntia cladodes is significantly modified by
the time of day and species dependent. The species at the extremes of the domestication
gradient (wild and with a highest domestication degree) report the highest contrast to
regard their chemical composition and acidic invertase activity in their cladodes.

Keywords: Opuntia, domestication, species, malic acid, 24 h cycle
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3.3 INTRODUCCION

El metabolismo acido crasulaceo (MAC) es una de las tres formas de asimilacion
fotosintética del CO: atmosférico, es una forma modificada de fotosintesis, que
evoluciono a partir de antepasados con metabolismo tipo C3, al menos 35 veces en
linajes de plantas independientes (Silvera et al., 2010; Winter et al., 2015; Heyduk et al.,
2016). Las plantas MAC de linajes independientes han convergido en un conjunto de
rasgos que estan directamente relacionados con la capacidad de la via para funcionar
eficiente en ciertas condiciones ambientales, como aridos, semiaridos o epifiticos, y se
relaciona con transiciones en la morfologia y anatomia de las hojas (Heyduk et al., 2016).
De las 350 mil especies estimadas de plantas vasculares, 6 % es capaz de realizar
fotosintesis MAC; estas pertenecen al menos a 35 familias y mas de 400 géneros, dos

veces mas que las plantas tipo C4 (Silvera et al., 2010; Yang et al., 2015).

Los rasgos deseables para productividad mayor y conservacion del agua en plantas
MAC, como Opuntia, pueden atribuirse a la separaciéon temporal de dos procesos de
carboxilacidon que definen a las plantas con este tipo de metabolismo fotosintético
(Cushman et al., 2015). Las plantas MAC muestran tasas de fotorrespiracion
imperceptibles y eficiencia en el uso del agua de cinco a diez veces mayor al de las
plantas con metabolismo fotosintético C4, como resultado de la permanencia de los
estomas cerrados la mayor parte del dia. Todas estas caracteristicas les permiten ser
altamente productivas en regiones aridas y semiaridas (Herppich y Pekman, 2000;
Cushman, 2001; Nobel, 2001). En general, las plantas MAC ocupan ambientes
desfavorables para el crecimiento de las plantas con fotosintesis C3 y C4 (Andrade,
2007). En estos ambientes la evolucion de los miembros del género Opuntia ha permitido
que las especies desarrollen caracteristicas morfolégicas, anatémicas, fisioldgicas y
bioguimicas que les permiten su adaptacion a tales condiciones (Gibson y Nobel, 1986;
Nobel, 1995; Gibson, 1996; Wickens, 1998).

De acuerdo con Taybi et al. 2002, uno de los factores mas efectivos para inducir y
modular la expresion MAC es el déficit de agua. Ademas, la expresion del MAC en los

cladodios depende de la especie, la variante y horario de cosecha (Acevedo et al., 1983;
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Corrales-Garcia et al., 2004; Garcia-Nava et al.,, 2015). Existen otros factores que
también pueden modular los atributos bioquimicos y fisiologicos de las plantas con este
tipo de metabolismo fotosintético, como la ontogenia y el ambiente (intensidad de luz,
temperatura, humedad relativa, manejo del cultivo, tiempo en postcosecha de las
estructuras) (Nobel y Hartsock 1983; Cushman, 2001; Dodd et al., 2002; Corrales-Garcia
et al., 2004).

En el MAC la actividad carboxilasa de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(rubisco) y de la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPCasa) ocurren en una misma célula,
con actividad enzimatica separada temporalmente (Dodd et al.,, 2002). Los acidos
organicos acumulados en la noche son descarboxilados durante el dia, con liberaciéon de
COg2, que se refija por la rubisco en el cloroplasto; esto conduce a la produccion de

carbohidratos a través del ciclo de Calvin-Benson (Borland et al., 2014).

El ciclo de 24 horas (dia/noche) es una unidad de tiempo en la que se analizan los
procesos bioquimicos en las plantas MAC (Osmond, 1978); porgue, la evaluacion de las
variables fisiolégicas a lo largo del dia en estas plantas se relaciona con su metabolismo
global. Es el caso del contenido de acido malico, el que exhibe fluctuaciones en el ciclo
de 24 h y que se han documentado ampliamente (Corrales-Garcia et al., 2004). En
contraste, su relacién con las fluctuaciones de los contenidos de azlcares, como glucosa,
fructosa, sacarosa, polisacaridos, como almidén, compuestos nitrogenados, como
aminoécidos libres y proteina soluble, y otros compuestos como fenoles totales se conoce
parcialmente (Guevara-Figueroa et al., 2010; Astello-Garcia et al., 2015; Pichereaux et
al., 2016). Especificamente, esa informacién en el género Opuntia y su relacién con el
proceso de domesticacion no se ha investigado. Ademas, ese conocimiento puede
complementarse con el de los cambios en la actividad de enzimas relacionadas con la
dinamica de sintesis y degradacion de los metabolitos a lo largo del ciclo de 24 h, como
el de las invertasas. Estas enzimas desempefian funciones multiples en el metabolismo
primario del carbono, el crecimiento, el desarrollo, y la respuesta al estrés de las plantas

(Ruan et al., 2010). Ademas, en plantas MAC, como Opuntia, los cambios en el potencial
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osmatico de tejido de los cladodios ha permitido reconocer las fluctuaciones de solutos a
lo largo del dia (Garcia-Nava et al., 2015).

La domesticacion como proceso evolutivo y dinamico que modifica el bagaje genético de
plantas y animales y que conduce a cambios bioquimicos, fisiolégicos y morfologicos
continuos (Harlan, 1992; Otero-Arnaiz et al., 2005) ha generado interés entre los
boténicos, fisidlogos y genetista entre otros especialistas, durante décadas. El interés por
aprovechar la rigueza de las especies mexicanas de nopal y estudiar el proceso de
domesticacion en el género Opuntia ha incrementado por diversas caracteristicas
expuestas y discutidas por Reyes-Aguero et al. (2005), Lépez-Palacios et al. (2012, 2015
y 2016) y Garcia-Nava et al. (2015 y 2018). El género Opuntia también ha adquirido
relevancia debido a que las proyecciones del cambio climatico, relacionadas con la
modificacion de los patrones de precipitacion, el incremento de las zonas aridas y
semiéaridas, con disminucién de las areas cultivables, parecen probables; por lo que, es
indispensable conocer las especies que crecen y se desarrollan en esos ambientes.

De acuerdo con Pefia-Valdivia et al. (2013) las evidencias documentadas de los cambios
sucedidos durante la domesticacion de especies vegetales comprenden aspectos
morfolégicos, y sélo existe informacién limitada de los procesos bioquimicos, de los que

finalmente dependen la expresién morfoldgica y el rendimiento econémico.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar la expresion del
metabolismo &cido crasulaceo en el contenido de acido malico, carbohidratos,
aminoacidos libres, proteinas solubles, fenoles totales, actividad de invertasa y potencial
osmatico en cladodios jévenes de Opuntia por efecto de la domesticacién en un ciclo de
24 h, de plantas cultivadas en condiciones de invernadero y con restricciéon de humedad
por 30 dias. La hipdtesis fue que los cambios en el contenido de acido malico,
carbohidratos, aminoacidos libres, proteinas solubles, fenoles totales, actividad de
invertasa y potencial osmaético en el ciclo MAC de cladodios jovenes de Opuntia a lo largo

del dia se relacionan directamente con el nivel de domesticacion.
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3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material vegetal

Plantas de 6 afios de edad y de siete variantes de cinco especies de Opuntia se
mantuvieron en suelo sin riego por 30 dias (Wa de -5.72 MPa), en las condiciones
descritas por Garcia-Nava et al. (2015). Las plantas crecieron en macetas de 19 L de
capacidad, las cuales contienen una mezcla de suelo y grava tezontle, distribuidas al azar
en un invernadero del Postgrado en Botanica del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 27" 40" N, 98° 54’ 19" O, altitud de 2352 m).
El potencial de agua del suelo (Wa del suelo) se determind en tres muestras de cada
tratamiento con un medidor de Wa (Dewpoint Potential Meter, WP4C, EE.UU.). Los
cladodios analizados tuvieron 3 a 4 semanas de edad y longitud promedio de 25 cm + 3
cm; su cosecha fue a las 7, 11, 15, 19, 23 y 3 h. La temperatura y humedad relativa
promedio dentro del invernadero, y en cada hora de muestreo, durante el crecimiento de
los cladodios fueron 10° C/87 %, 40° C/25 %, 39° C/23 %, 19° C/55 %, 13° C/73%, 11°
C/80 %.

Las variantes y especies con grado menor de domesticacion estudiadas fueron Cardona
de O. streptacantha, San Pedrefia y Amarilla Olorosa de O. hyptiacantha, las de
domesticacién intermedia fueron Rojo Lirio y Amarillo Platano de O. megacantha y las de
grado mayor de domesticacion fueron Naranjon Legitimo de O. albicarpa y Copena V1
de O. ficus-indica. Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Biofisica y Fisiologia
Vegetal Ambiental del Postgrado en Botanica, del Colegio de Postgraduados, en
muestras liofilizadas (Labcono® modelo Free Zone 6, Kansas City, MO, EE.UU.) y

trituradas.

3.4.2 Variables evaluadas

3.4.2.1 Acido malico

El contenido de acido malico se cuantific6 con el método de la Asociacion Oficial de
Quimica Analitica (AOAC, 1990). Muestras de 10 mg se resuspendieron en 5 mL de agua
destilada, se centrifugaron a 4 000 g por 10 min. Alicuotas de 2 mL del sobrenadante se
titularon con NaOH 0.01 N y fenolftaleina como indicador. La concentracion se calculo

con la ecuacion:
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(mL de NaOH)(Concentracién del NaOH)(0.067)(Vol. total)(100)

Acido malico (%) =
cido mdlico (%) (Peso de la muestra en g)(Volumen en mL de la alicuota)

3.4.2.2 Azucares solubles y almidén

Muestras de 25 mg de cladodio deshidratado y triturado se homogenizaron con 800 uL
de etanol al 80 % en agua (v/v), calentaron a 80 °C en bafio maria por una hora y
centrifugaron a 13 000 g por 10 min. En 5 pL de la fraccion soluble se determind el
contenido de glucosa, fructosa y sacarosa, en la fraccion insoluble se cuantificd el
almidon. Los azucares se cuantificaron a 340 nm, en secuencia con hexoquinasa (EC
2.7.1.1) a 1 U mL?, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) a 1 U mLY,
fosfoglucosa-isomerasa (EC 5.3.1.9) a1 U mL e invertasa (EC 3.2.1.26) a 1 U mL™. El
extracto etanolico se mezclé con 200 pL HEPES-NaOH 500 mM (pH 8.0), KCI 200 mM,
MgCl2 200 mM, ATP 1 mM y NAD* 0.3 mM. Las determinaciones se hicieron en un
espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.) y una

curva estandar de glucosa (0 a 5 mM) (Padilla-Chacon et al., 2017).

Para cuantificar el almidon, la fraccidén insoluble se resuspendié en 750 yL de agua
destilada, calentd a bafio maria a 90 °C por 4 h. A las muestras se adicion6 a-amilasa
(EC 3.2.1.1) (0.5 U) y B-glucosidasa (EC 3.2.1.2.1) (5 U) en un medio con acetato de
sodio 200 mM (pH 5.5). Las muestras se mantuvieron a 37 °C por 12 h. La glucosa se
cuantifico con el método enzimatico descrito antes. El factor de conversion para calcular

el contenido de almidon fue 0.90 (Pefia-Valdivia y Ortega-Delgado, 1991).

3.4.2.3 Fenoles totales

El contenido de fenoles totales se evalud por el método descrito por Magalhédes et al.
(2010) con modificaciones. 25 mg de muestra se homogenizaron con 800 pL de etanol al
80 % en agua (v/v), se calentaron a 80° C en bafio maria por 1 h y se centrifugaron a 13
000 g por 10 min. A 50 uL del extracto etandlico se adicionaron 50 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu, diluido con agua destilada (1:20 v/v) y 100 uL de NaOH 0.175 M. La
mezcla se mantuvo a 30 °C por 3 min. La absorbancia a 620 nm se determin6 en un
espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.). La
curva estandar de acido galico (0 a 1 mM) se utilizé para calcular el contenido de fenoles
totales. La concentracion en el tejido deshidratado se expresé en pumolas g.
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3.4.2.4 Aminoacidos libres

El contenido de aminoacidos libres se cuantificé con el método modificado descrito por
Jones et al. (2002). Muestras de 25 mg homogenizadas con 800 pL de etanol al 80 % en
agua (v/v) se calentaron a 80° C, por 1 hora, en bafio maria, se centrifugaron a 13 000 g
por 10 min. A 50 L del extracto etandlico se mezcl6 con 50 uL de etanol al 80 % y 75 pL
de un medio que contenia acetato de sodio 4 M (pH 5.2), dimetil sulfoxido y ninhidrina.
Las muestras se calentaron a 80 °C por 30 min, se adicionaron 100 uL de etanol al 50 %
y la absorbancia se midié a 620 nm en un espectrometro de microplacas (Multiskan FC,
Thermo Fisher Scientific Inc. EE.UU.). Las concentraciones se calcularon con una curva

estandar de glicina (0 a 1 mM).

3.4.2.5 Proteina soluble
El contenido de proteina soluble se determind con el método Bradford (1976) en

microplacas y curva estandar de albumina de suero bovino (0 a 0.5 mg mL™?).

3.4.2.6 Actividad de invertasa &cida y neutra

La actividad de la invertasa (EC 3.2.1.26) soluble acida y neutra se determin6 con el
método descrito por Nagele et al. (2010) con algunas modificaciones. A 120 mg de
muestra se adicionaron 2 mL de Hepes-KOH 50 mM (pH 7.5), que contenia MgClz 5 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, PMSF 1 mM, mercaptoetanol 2 mM, Triton X-100 0.1 % y
glicerina 10 %. La suspensién se agito y centrifugé a 4,000 g, a 4 °C, por 15 minutos. En
el sobrenadante, con 20 pg de proteina, se determind la actividad de invertasa acida y
neutra. La primera se determiné con 50 mM de acetato de sodio (pH 4.5) y sacarosa 100
mM como sustrato. La actividad de la invertasa neutra se determin6 con Hepes-KOH 50
mM (pH 7.5) y sacarosa 100 mM como sustrato. Las muestras se mantuvieron a 37 °C
por una hora, luego se calentaron a 95 °C por 3 min. El pH del medio para cuantificar la
activad de invertasa acida, previo al calentamiento, se neutraliz6 con Hepes-KOH (pH
7.5). Se prepararon testigos para cada ensayo. La glucosa generada en la reaccion se
cuantifico enzimaticamente en un espectrometro de microplacas (Multiskan FC, Thermo
Fisher Scientific Inc. EE.UU.) a 340 nm (Padilla-Chacén et al., 2017).
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3.4.2.7 Potencial osmoético

Segmentos de 1 cm de didmetro, del centro de los nopalitos, se envolvieron en papel
aluminio y se mantuvieron en congelacion 5 dias. Después las muestras se introdujeron
en una jeringa hipodérmica y se mantuvieron a temperatura ambiente. Cuando las
muestras estuvieron descongeladas, se hizo presiébn con el émbolo y una gota
(aproximadamente 250 pL) de savia se coloco sobre un disco de papel filtro de 6 mm de
diametro. Este se coloc6 en un medidor de presion de vapor (Wescor 5520, EE.UU.). El

calculo de la presion de vapor se hizo con la igualdad descrito por Taiz y Zeiger (2010).

3.4.3 Disefio experimental y andlisis de resultados

El disefio experimental fue completamente al azar, con arreglo factorial de tratamientos
5 x 6. Los factores y niveles fueron: especie (O. streptacantha, O. hyptiacantha, O.
megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica) y hora del dia (7, 11, 15, 19, 23y 3 h). La
unidad experimental fue un cladodio de plantas independientes y las evaluaciones
tuvieron namero variable de repeticiones (seis 0 12). Las variables analizadas fueron el
contenido de acido malico, glucosa, fructosa, sacarosa, almidon, fenoles totales,
aminoécidos libres y proteina soluble, y actividad de invertasa acida, actividad de
invertasa neutra y potencial osmotico. Las concentraciones de los compuestos se
presentaron en 100 mg de tejido seco de tejido seco, a excepcién de fenoles totales, la
actividad de invertasa y el potencial osmético. El analisis de los supuestos del modelo
estadistico se efectud con base en el analisis gréfico de residuales, y las pruebas Shapiro
Wilks y Bartlett; las variables se transformaron cuando los supuestos no se cumplieron.
Los datos se examinaron con ANDEVA, comparacion multiple de medias, entre variantes

con la prueba de Tukey (P < 0.05) con el paquete estadistico SAS V9.

3.5 RESULTADOS
3.5.1 Acido malico
Las especies y hora del dia produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de acido
malico, la interaccion especie x hora del dia fue altamente significativa (p < 0.0001)

(Anexo C1). El contenido de acido malico en el género Opuntia se modificé (p < 0.05) a
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lo largo del dia, entre las 3 y 11 h los valores fueron los mayores (1.34 mg 100 mg?) y
entre las 15y 19 h los valores fueron los menores (0.26 mg 100 mg?) (Anexo C2).

El contenido de acido malico se modifico significativamente por la especie y hora del dia
en las cinco especies. En todas ellas del contenido maximo de &cido se registro a las 7
h. En O. albicarpa, que es una especie con nivel alto de domesticacion, el contenido
promedio fue mayor (1.61 mg 100 mg?) y O. ficus-indica, también con nivel alto de

domesticacion, el contenido del acido fue el menor (1.17 mg 100 mg™) (Figura 3.1).

Periodo diurno Periodo nocturno
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7 11 15 19 23 3 7
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Figura 3.1. Contenido de acido malico (+ e.e.) en cladodios de Opuntia streptacantha (e),
O. hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (¢), O. ficus-indica (e), cultivados

en invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (n=6 0 12).

El contenido de acido malico disminuyd (p < 0.05), de las 7 a las 19 h. La disminucion
promedio en las especies representd entre 73.11 % en la especie silvestre O.
streptacantha y 83.77 % en las especies con grado mayor de domesticacion O. albicarpa

y O. ficus-indica (Figura 3.1).
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A partir de las 19 h el contenido de &cido malico incrementé paulatinamente, con
excepcion de O. hyptiacantha que mantuvo los niveles bajos (p = 0.05) entre las 19y 3 h
(Figura 3.1).

3.5.2 Glucosa

Las especies y las horas del dia tuvieron efectos diferentes (p < 0.05) en el contenido de
glucosa. La interaccion especie x hora del dia fue altamente significativa (p < 0.0001) en
el contenido del monosacérido (Anexo C1). En el género Opuntia los valores mayores de
glucosa (7.28 mg 100 mg?) se presentaron entre las 19 y 23 h y los menores (5.45 mg
100 mg?) entre las 7 y 11 h (Anexo C2).

El contenido de este monosacarido se modifico (p < 0.05) por efecto de la especie y hora
del dia. Ambas especies con grado mayor de domesticacion presentaron al inicio del
periodo diurno (7 a 11 h) los contenidos menores (p < 0.5) de glucosa respecto al nocturno
y al resto de las especies. Las dos especies silvestres presentaron sus contenidos
menores de glucosa en el periodo nocturno, a las 3 h. En contraste, la glucosa se acumulo
en las especies hacia el final del periodo diurno, 15 a 19 h, inclusive O. albicarpa y O.

ficus indica mantuvieron alto el contenido de este azlcar hasta las 23 h (Figura 3.2).

En ambas especies con grado de domesticacion mayor el contenido de glucosa
incrementd y mostré los aumentos mayores (p < 0.05) del monosacéridos desde cerca
del doble hasta cerca de cinco veces los contenidos nocturnos respecto a los diurnos.
En contraste, las especies silvestres registraron los contenidos mayores de glucosa y las

variaciones menores a lo largo del dia (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Contenido de glucosa (+ e.e.) en cladodios de Opuntia streptacantha (e), O.
hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (#), O. ficus-indica (e) cultivados en

invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (n=6 0 12).

3.5.3 Fructosa

Las especies y las horas del dia produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
fructosa y la interaccion especie x hora del dia fue altamente significativa (p < 0.0001).
(Anexo C1). En el género Opuntia el contenido de fructosa fue diferente (p < 0.05) debido
a la hora del dia; en promedio los valores maximos (6.72 mg 100 mg!) se presentaron a

las 19 h y los menores (4.70 mg 100 mgt) al amanecer (Anexo C2).

El contenido de fructosa se modifico (p < 0.05) por efecto de la especie y hora del dia.
Los cambios en el contenido de fructosa de ambas especies con nivel mayor de
domesticacién, O. albicarpa y O. ficus-indica, fue similar y las diferencias se detectaron
en los contenidos, en los que la ultima especie mostré hasta 50 % menos (p < 0.05)
azucar que O. albicarpa en el ciclo completo de 24 h. Ademas, O. ficus-indica mostro las
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concentraciones menores (p < 0.05) del grupo de especies en el periodo diurno y O.
streptacantha registré las concentraciones mayores en el mismo periodo, las diferencias
representaron en promedio 33 % en el periodo nocturno hasta mas de tres veces en el

periodo diurno (Figura 3.3).

Una tendencia relacionada con el gradiente de domesticacion se observé en el contenido
maximo de fructosa. La hora del dia de acumulacion maxima de este azucar se modifico
durante la domesticacion. En las especies silvestres los maximos (7.59 y 5.82 mg 100
mg? en O. streptacantha y O. hyptiacantha) se presentaron a las 11 h, el maximo (7.67
mg 100 mg?) en la especie semidomesticada (O. megacantha) se presenté a las 15 h, y
en las especies con nivel mayor de domesticacion las concentraciones maximas de
fructosa se presentaron hasta las 19 h (6.89 y 5.97 mg 100 mg™?) en O. albicarpa y O.
ficus indica (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Contenido de fructosa (+ e.e.) en cladodios de Opuntia streptacantha (e), O.
hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (¢), O. ficus-indica (e) cultivados en

invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (n=6 0 12).
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3.5.4 Sacarosa

Las especies y las horas del dia produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
sacarosa Y la interaccion entre especie y hora del dia fue altamente significativa (p <
0.0001) en el contenido del disacarido (Anexo C1). El contenido promedio de sacarosa
en el ciclo de 24 h mostro que durante la domesticacion la concentracion de sacarosa en
los cladodios ha disminuido (p < 0.05) desde 4.39 mg 100 mg™ en la especie silvestre O.
streptacantha hasta 2.51 mg 100 mg? en la especie domesticada O. ficus-indica y que
las concentraciones mayores del disacarido (3.84 mg 100 mg™) se presentan en el
periodo nocturno, alrededor de la 3 h y disminuye en el periodo diurno, alrededor de las
11 h, hasta 15 % (Anexo C2).

El contenido de sacarosa se modifico (p < 0.05) por la hora del dia y por la especie. El
contenido minimo de sacarosa varié entre 1.43 mg 100 mg™ en O. ficus-indica y 3.96 mg
100 mg* en O. streptacantha y los valores disminuyeron en relacién opuesta al nivel de
domesticacion en las cinco especies. En las especies silvestres O. streptacantha y O.
hyptiacantha y en la semidomesticada O. megacantha los contenidos minimos de
sacarosa se presentaron hacia el final de la fase diurna e inicio de la nocturna (15y 19 h)
y en las domesticadas O. albicarpa y O. ficus-indica el contenido minimo se detect6 en

plena fase diurna, a las 11 h (Figura 3.4).

El contenido méaximo del disacarido varié entre 3.22 mg 100 mg* en O. ficus-indica 'y 4.74
mg 100 mg* en O. streptacantha y los valores disminuyeron en relacién opuesta al nivel
de domesticacion, con excepcion de O. hyptiacantha que present6 contenido inferior a la
tendencia. En las especies silvestres O. streptacantha y O. hyptiacantha esos contenidos
maximos se presentaron al inicio de la fase diurna (7 y 11 h); en contraste, en las especies
con nivel intermedio y mayor de domesticacién las concentraciones mayores del

disacarido se detectaron en la fase nocturna (23 y 3 h) (Figura 3.4).

Las fluctuaciones en el contenido de sacarosa a lo largo del dia se observaron minimos

en las especies silvestres y menos domesticadas y en O. streptacantha describié una
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linea cercanamente lineal; en contraste las fueron pronunciadas en las especies

domesticadas (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Contenido de sacarosa (+ e.e.) en cladodios de Opuntia streptacantha (e), O.
hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (#), O. ficus-indica (e) cultivados en

invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (n=6 0 12).

3.5.5 Almidon

Las especies y las horas del dia afectaron significativamente (p < 0.05) el contenido de
almidon vy la interaccidon entre especie x hora del dia fue altamente significativa (p <
0.0001) (Anexo C1). El contenido promedio de almidén en el ciclo diurno-nocturno mostré
que durante la domesticacion los cladodios han incrementado (p < 0.05) la presencia del
polisacarido, desde 1.20 mg 100 mg* en la especie silvestre O. streptacantha hasta 1.77
mg 100 mg? en la especie con nivel mayor de domesticacién. Ademas, en promedio los
cladodios del género Opuntia mantienen contenido menor de almidén (1.16 mg 100 mg

1 p £ 0.05) en pleno periodo nocturno, a las 3 h y acumulan mas almidén (1.87 mg 100
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mg?; p < 0.05) hacia el final de la etapa diurna (15 h), que representa hasta 60 % de

acumulacion (Anexo C2).

El contenido de almidén se modifico (p < 0.05) por la hora del dia y por la especie. El
contenido minimo del polisacérido varié con el gradiente de domesticacion, de 0.73 mg
100 mg en O. streptacantha y cerca del doble (1.13 mg 100 mg?) en O. ficus-indica. Los
contenidos minimos de almiddén en las especies silvestres O. streptacantha y O.
hyptiacantha y en la semidomesticada O. megacantha se presentaron al inicio de la fase
diurna (7 h); en contraste, en las domesticadas O. albicarpa y O. ficus-indica el contenido

minimo se detect6 en plena fase nocturna, a las 3 h (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Contenido de almidon (+ e.e.) en cladodios de Opuntia streptacantha (e), O.

hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (¢), O. ficus-indica (e) cultivados en

invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (n=6 0 12).
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El contenido maximo del polisacarido varié con el gradiente de domesticacion entre 1.49
mg 100 mg™* en O. streptacantha a 2.49 mg 100 mg* en la especie con nivel mayor de
domesticacion O. ficus-indica. Con excepcion de O. hyptiacantha, que presentd el
contenido mayor de almidon en el periodo nocturno, las especies de Opuntia presentaron

el contenido mayor de almidon hacia el final de la fase diurna (15 h) (Figura 3.5).

Las diferencias y fluctuaciones en el contenido de almiddn dentro y entre las especies en
el ciclo diurno-nocturno fueron mayores en el periodo diurno y tendieron a disminuir o

igualarse en el periodo nocturno (Figura 3.5).

3.5.6 Fenoles totales

Las especies y las horas del dia mostraron efectos diferentes y significativos (p < 0.05)
en el contenido de fenoles totales; ademas, la interaccion entre especie x hora del dia fue
altamente significativa (p < 0.0001) (Anexo C1). El contenido promedio de estos
compuestos en el ciclo diurno-nocturno mostré su disminucion (p < 0.05) por efecto de la
domesticacién progresiva en los cladodios, desde 20.75 pmolas g?, en la especie
silvestre O. streptacantha, hasta 16.59 pmolas g en la especie con nivel mayor de
domesticacion O. ficus-indica. Aungue, en la especie el contenido de fenoles totales se

modificé durante el ciclo diurno-nocturno no se identifico algun patrén (Anexo C2).

El contenido minimo de fenoles totales disminuy6 entre las especies en relacion opuesta
al nivel de domesticacion, desde 19.80 umolas g?* en O. streptacantha hasta 14.28
umolas gt en O. ficus-indica y se presentaron en el periodo diurno, a las 15 h en la

mayoria de las especies (Figura 3.6).

El contenido méaximo de fenoles totales en el ciclo diurno-nocturno varié (p < 0.05) entre
las especies; aunque, las diferencias no mostraron una relacion directa con el nivel de
domesticacion, la especie domesticada O. ficus-indica presentd 6 % menos fenoles
totales que la especie silvestre O. streptacantha (20.52 y 21.75 pmolas g?) y, en general,
los contenidos mayores de estos compuestos se presentaron en la fase nocturna o al

final de esta (3 0 7 h) en las cinco especies (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Contenido de fenoles totales (+ e.e.) en cladodios de Opuntia streptacantha
(e), O. hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (49), O. ficus-indica (e) cultivados

en invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (h=6 0 12).

Las diferencias y fluctuaciones en el contenido de fenoles totales dentro y entre las
especies en el ciclo diurno-nocturno fueron mayores en el periodo diurno y tendieron a

disminuir en el periodo nocturno (Figura 3.6).

3.5.7 Aminoécidos libres

Las especies y las horas del dia produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
aminoacidos libres y la interaccion entre especie x hora del dia fue altamente significativa
(p =0.0001) (Anexo C1). El contenido promedio de aminoacidos libres en el ciclo diurno-
nocturno del género Opuntia mostro que durante la domesticacion el contenido de estos
compuestos ha disminuido (p < 0.05), desde 0.120 mg 100 mg* en la especie silvestre
O. streptacantha hasta 0.053 mg 100 mg! en la especie con nivel mayor de

domesticacién. Ademas, en promedio los cladodios del género Opuntia mantienen
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contenido menor de estos compuestos nitrogenados (0.070 mg 100 mg?; p < 0.05) en la
etapa nocturna (23 h) y al amanecer (7 h) acumulan mas aminoécidos libres (0.081 mg
100 mgt; p < 0.05) (Anexo C2).

El contenido de aminoacidos libres se modificd significativamente por la especie y hora
del dia. En O. streptacantha los contenidos minimo y maximo en el ciclo diurno-nocturno
fueron significativamente mayores respecto a las otras especies. Los valores extremos
se presentaron en las especies en los extremos del gradiente de domesticacién. Opuntia
streptacantha mostr6 a las 23 h la concentracion minima de aminoacidos libres y a las 15
h la concentracion maxima; en contraste O. ficus-indica presenté entre 50 y 55 % menos

de estos compuestos (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Contenido de aminoéacidos libres (+ e.e.) en cladodios de Opuntia
streptacantha (@), O. hyptiacantha (a), O. megacantha (a), O. albicarpa (¢), O. ficus-indica
() cultivados en invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (n=6
0 12).
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3.5.8 Proteina soluble

Las especies y las horas del dia produjeron efecto diferente (p < 0.05) en el contenido de
proteina soluble y la interaccién entre especie x hora del dia fue altamente significativa
(p = 0.0001) en el contenido de proteina soluble (Anexo C1). Los cambios del contenido
de proteina soluble en el ciclo diurno-nocturno del género Opuntia no mostraron alguna
relacion dependiente de la domesticacion. El contenido promedio de proteina soluble en
el género varié (p < 0.05) entre 0.613 y 0.750 mg 100 mg y se modificé (p < 0.05) con la
hora del dia. En promedio, el contenido menor de proteina soluble (0.393 mg 100 mg)
en el género se present6 al amanecer y el maximo (0.944 mg 100 mg™) al finalizar la fase
diurna (19 h) (Anexo C2).

En las cinco especies el contenido minimo de proteina soluble se detect6 al final del
periodo nocturno (7 h) y esos contenidos fueron similares (p > 0.05) entre las especies,
con excepcion de O. ficus-indica que presentd 35 % menos proteina que las otras
especies. El contenido mayor de proteina soluble incrementé en las cinco especies
durante el periodo diurno y alcanzo los valores maximos al final de este periodo (19 h),
esos variaron (p < 0.05) entre las especies en orden diferente al gradiente de
domesticacién. El contenido de proteina soluble decay6 significativamente del inicio de
la etapa nocturna al final de esta en las cinco especies; aunque, en O. hyptiacantha el

valor alto se mantuvo en la mayor parte de esta etapa (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Contenido de proteinas solubles (+ e.e.) en cladodios de Opuntia
streptacantha (e), O. hyptiacantha (A), O. megacantha (m), O. albicarpa (¢), O. ficus-
indica (e) cultivados en invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias
(n=6012).

3.5.9 Actividad de invertasa acida

Las especies y las horas del dia produjeron efecto diferente (p < 0.05) en la actividad de
invertasa acida y la interaccién entre la especie x la hora del dia fue altamente significativa
(p £0.0001) (Anexo C1). Los cambios en la actividad promedio de la invertasa acida del
ciclo diurno-nocturno mostraron disminucién significativa (p < 0.05) con el nivel de
domesticacion del género Opuntia. La actividad promedio varié de 6.23 a 5.35 nmolas
mg?*h?ten O. streptacantha y O. ficus-indica. La actividad promedio de invertasa acida
cambi6 en el ciclo de 24 h, de 5.21 a 6.29 nmolas mg*h1, entre las 3y 15 h, si un patrén
en el ciclo de 24 h (Anexo C2).

La actividad minima de invertasa acida entre las especies mostro disminucion (p < 0.05)

relacionada con el nivel de domesticacién, de 5.80 a 4.35 nmolas mg*h! en las especies
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silvestre y con nivel mayor de domesticacion, O. streptacantha y O. ficus-indica. La
actividad de invertasa acida minima se detecto en la etapa diurna (alrededor de las 15 h)

en las cinco especies (Figura 3.9 A).

La actividad méxima de invertasa acida entre las especies fueron similares (p > 0.05) en
el grupo de especies (6.39 a 6.76 nmolas mg*h1). Esta actividad maxima en las especies
silvestres O. streptacantha y O. hyptiacantha se presentdé mas temprano (al amanecer y
al inicio de la etapa nocturna) que en la especie con nivel intermedio y mayor de
domesticacion (3 h) (Figura 3.9 A).

3.5.10 Actividad de invertasa neutra

Las especies y las horas del dia afectaron diferente (p < 0.05) en la actividad de invertasa
neutra y la interaccion entre especie x hora del dia fue altamente significativa (p < 0.0001)
en esta actividad enzimatica (Anexo C1). La actividad promedio de invertasa neutra del
ciclo diurno-nocturno completo mostrd disminucion significativa (p < 0.05) con el nivel de
domesticaciéon del género Opuntia. La actividad promedio del ciclo de 24 h vari6 de 5.8
nmolas mg*h en las dos especies silvestres y con nivel intermedio de domesticacién a
5.4 nmolas mg™* h! en ambas especies con grado mayor de domesticacion. Ademas,
esos valores promedio cambiaron en el ciclo diurno-nocturno, las actividades mayores se

presentaron en la tarde y al final de la etapa diurna (15y 19 h) (Anexo C2).

La actividad minima de invertasa neutra en las especies disminuy6 (p < 0.05) en las
especies domesticadas respecto a las silvestres, de 5.30 a 4.30 nmolas mg™* hl. Esta
actividad invertasa neutra minima se detect6 al inicio de la etapa diurna (7 h) en las cinco
especies (Figura 3.9 B). La actividad maxima de invertasa neutra en las cinco especies
vario (p > 0.05) de 6.00 a 6.69 nmolas mg* h, sin alguna tendencia reconocible en
dependencia del nivel de domesticacion; ademas, esa actividad mayor en las cinco
especies se registré en un periodo de 12 h, desde las 15 hasta las 3 h, sin una tendencia
definida (Figura 3.9 B).
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Figura 3.9. Actividad de invertasa acida (A) e invertasa neutra (B) (+ e.e.) en cladodios
de Opuntia streptacantha (e), O. hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (9),

O. ficus-indica (e) cultivados en invernadero y sin
30 dias (h=6 0 12).
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3.5.11 Potencial osmatico (Ws)

Las especies y las horas del dia afectaron diferente (p < 0.05) el potencial osmético y la
interaccion entre especie x hora del dia fue altamente significativa (p < 0.0001) en el Ws
(Anexo C1). El promedio del Ws del ciclo diurno-nocturno completo disminuyo (p < 0.05)
con el nivel de domesticacién del género Opuntia, de -0.84 MPa en las especies
domesticadas O. ficus-indica y O. albicarpa a -0.93 MPa en la especie silvestre O.
streptacantha. Los Ws promedio del ciclo de 24 h fueron mayores (entre -0.74 y -0.76
MPa) a las 11 y 19 h y menores (entre -0.95 y -0.97 MPa) en el periodo nocturno (entre
las 23 y 7 h) (Anexo C2).

El Ws minimo en el ciclo de 24 h se modificd (p < 0.05) con el gradiente de domesticacion,
de -0.93 MPa en la especie domesticada a -1.03 MPa en la especie silvestre. La
tendencia general del Ws minimo de las especies se detectd en plena etapa nocturna o
al final de ella (3 y 7 h) en las cinco especies (Figura 3.10).

El Ws maximo en el ciclo de 24 h se modifico (p < 0.05) con el gradiente de domesticacion,
de -0.80 MPa en la especie silvestre O. streptacantha a -0.66 MPa en las especies
domesticada O. albicarpa. Los Ws maximos se detectaron en la etapa diurna, a las 11y

19 h en las cinco especies (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Potencial osmdtico (+ e.e.) en cladodios de Opuntia streptacantha (e), O.
hyptiacantha (a), O. megacantha (m), O. albicarpa (¢), O. ficus-indica (e) cultivados en

invernadero y sin riego (Wa en el suelo de -5.72 MPa) por 30 dias (n=6 0 12).

3.6 DISCUSION

El contenido maximo de acido malico en las cinco especies fue mas alto al final del
periodo nocturno o inicio del diurno (7 h). Ademas, los contenidos minimos de todas las
especies se detectaron al final de periodo diurno o inicio del nocturno (19 h). Estos
cambios son propios de las plantas CAM tipicas (Osmond, 1978; Nobel, 1988). En el
periodo nocturno, a las 23 h, la especie con nivel mayor de domesticacion, O. ficus-indica,
acumulé 50 % menos acido malico que la silvestre O. streptacantha. Ademas, esta ultima
especie presento los contenidos mayores de acido malico. La diferencia en la acidez en
las especies de Opuntia puede deberse a varios factores. Winter et al. (2015)
documentaron que la contribucién en la fijacion nocturna CO:2 puede variar en
dependencia de la especie, las condiciones ambientales y el estado de desarrollo. Es el

caso del aumento en la fijacién nocturna de CO2 en especies MAC, como Opuntia, como
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respuestas a la sequia; el aumento se refleja en el incremento del contenido de &cido
malico, en las primeras horas del dia (Dodd et al., 2002; Griffiths et al., 2008; Winter et
al., 2008).

La descarboxilacion del malato en el citosol inicia en las primeras horas con luz, el
contenido de acido mallico disminuye conforme el dia transcurre, como se evidencio en
este estudio; la disminucion del &cido, como resultado de su descarboxilacion mantiene
la produccion diurna de carbohidratos a través del ciclo de Calvin-Benson; en esta fase
de descarboxilacién los estomas permanecen cerrados, con lo que la pérdida de agua
por transpiracion se reduce (Drennan y Nobel, 2000; Taybi et al., 2002; Borland et al.,
2014; Winter et al., 2015). En el presente estudio, ademas de las diferencias en el
contenido de &cido malico, durante el periodo diurno ese contenido disminuy6
gradualmente en las cinco especies y a las 11 h la reduccién promedio alcanzé 36 %,
pero fue diferente entre las especies, las mas domesticadas, O. ficus-indica 'y O. albicarpa
disminuyeron 32y 12 % respecto a O. streptacantha. A esta hora del dia, ambas especies
domesticadas ademas presentaron los contenidos menores de glucosa, fructosa y
sacarosa y los mayores de almidén. Estos cambios estan relacionados con los cambios
en la actividad metabdlica durante la domesticacion.

De acuerdo con Cushman et al. (2008) los monosacéridos y disacaridos muestran
patrones de acumulacion opuestos al patrén de acumulacion de los acidos orgéanicos.
Este efecto se presento en las cinco especies con intensidades diferentes. En general la
especie silvestre y la domesticada en los extremos del gradiente mostraron los contrastes
menores y mayores respectivamente en el citado patron. Aunque la disminuciéon diurna
del contenido de acido malico fue drastica en las cinco especies, las especies silvestres
presentaron cambios menos conspicuos en la concentracion de los azucares. Opuntia
ficus-indica, como las demas especies, mantuvo los cambios diurno-nocturnos tipicos
MAC en la concentracion del acido malico. Sin embargo, O. ficus-indica, acumulo entre
15.01 y 35.76 % menos del acido en el periodo diurno y entre 17.51 y 49.49 % en el
periodo nocturno respecto a la especie silvestre O. streptacantha. Las diferencias

también se observaron en ambas especies en el contenido de azucares; pero, fueron
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mayores en la etapa diurna respecto a la nocturna en esas especies. Por ejemplo, en
plena etapa diurna, a las 11 h, O. ficus-indica contenia 80.14, 75.57 y 65.01 % menos
glucosa, fructosa y sacarosa respecto a O. streptacantha y a las 23 h esos porcentajes
disminuyeron a 13.43, 19.73 y 28.01; aunque, los patrones de cambio de los tres
azucares en el ciclo diurno-nocturno completo fueron en general similares entre las dos

especies (Figuras 3.2 a 3.4).

La sacarosa puede movilizarse desde los tejidos fuente, como los cladodios jovenes, a
otros tejidos que la demanden como fuente de carbono y energia para crecimiento o
mantenimiento de actividades fisioldgicas, canalizarse a compartimentos subcelulares
especificos, almacenarse, o metabolizarse para almacenarse como polisacaridos de
reserva. Lo anterior dependerd de factores intrinsecos a la planta, como etapa de
desarrollo, y extrinsecos, como disponibilidad de humedad (Reca et al., 2008; Wind et al.,
2010). Los cambios en la concentracion de sacarosa y de otros azucares en el ciclo
diurno-nocturno aporta informacion de la dinamica de uso de C por los cladodios. Como
en el contenido de glucosa y fructosa, las cinco especies contrastaron en el contenido
global de sacarosa, probablemente a las 11 h, la sacarosa sintetizada en las especies
con grado mayor domesticacion, fue trasportada a través del floema a tejidos que lo
demandaron (Ruan et al., 2010), utilizado para su crecimiento, hidrolizada por invertasas

0 bien, estas especies presentan niveles diferentes en la biosintesis de sacarosa.

Las invertasas hidrolizan irreversiblemente a la sacarosa en hexosas (Roitsch y
Gonzélez, 2004; Ruan et al., 2010; Wang et al., 2014). La actividad de invertasa neutra a
las 15 h mostré diferencias significativas entre las especies, los valores mayores se
registraron en las especies silvestres y esta actividad no correspondié con contenidos
mayores de glucosa y fructosa ni contenidos menores de sacarosa. La invertasa
neutral/alcalina o invertasa citosolica/plastidica/mitocondrial esta principalmente en el
citosol y en cloroplastos (Vargas et al., 2008), mitocondrias y nucleo (Vargas y Salerno,
2010). Por lo que esta actividad depende de condiciones diversas en regiones
subcelulares distintas y estas parecen ser diferentes entre las especies con grado de

domesticacion también diferente. Con respecto a la actividad de invertasa acida, a las 15
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h mostré diferencias significativas entre las especies y las especies con grado mayor de
domesticacién presentaron 26 % menos de esta actividad respecto a las especies
silvestres. El contenido menor de sacarosa en estas especies correspondio con la
actividad menor de esta enzima; y la glucosa y fructosa, productos derivados de la
hidrolisis también se mantuvieron en niveles bajos en las especies mas domesticadas.
Esto concordd con las condiciones menos &cidas en la vacuola, por la caida del contenido
de &cido malico en el periodo diurno y la disminucién del pH, que es la condicion en la
que la actividad de la invertasa acida decae. La invertasa acida es una enzima con
actividad en la vacuola (Roitsch y Gonzalez, 2004; Vargas et al., 2007). El nivel de
sacarosa altera la cantidad de sus metabolitos derivados y su sefializacion especifica, y
esta determinado por el equilibrio entre su biosintesis y degradacion (Wind et al., 2010;
Moghaddam y Van den Ende, 2013).

El contenido menor de sacarosa en las especies con grado mayor de domesticacion en
etapa diurna temprana parece relacionarse con su consumo nocturno mayor para el
mantenimiento celular, para el crecimiento nocturno o ambos (Cushman y Borland, 2002;
Andrade et al., 2007). Sin embargo, a esa hora de muestreo las especies silvestres y con
domesticacion intermedia, presentaban contenidos de sacarosa significativamente
mayores, por lo que probablemente alguna proporcion del disacérido en estas especies
(grado menor de domesticacion) no proviene de su biosintesis en las horas de luz, sino
como un mecanismo para el mantenimiento de esqueletos de carbono proporcionado en
la fase oscura. La sacarosa se sintetiza en el citosol a partir de carbon fijado
fotosintéticamente, de reservas de almidon o de lipidos (Wind et al., 2010).

Zeeman et al. (2004, 2010) indicaron que puede haber almidén en los cloroplastos de
tejidos fotosintéticos, como los cladodios jovenes de este estudio, simultaneamente con
la sintesis de sacarosa. La cantidad de fotoasimilados sintetizados y reasignados varia
entre especies (Zeeman y Rees, 1999). Algunos autores proponen dos modelos en el
flujo de C para plantas MAC, las especies que predominantemente acumulan almidén,
como Kalanchoé daigremenotiana y Mesembryanthemum crystallinum y las que

predominantemente acumula azucares solubles, como Ananas comosus Yy Clusia minor
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(Black et al., 1996; Dood et al., 2002; Antony y Borland 2009; Borland et al., 2016). Los
resultados en del presente estudio indican que las cinco especies de Opuntia mantienen
contenidos significativamente mas alto de sacarosa con respecto al contenido de
almidon; el polisacéarido representd 40 % del promedio total de sacarosa acumulada en
las cinco especies. Particularmente, en O. streptacantha el contendido promedio de
almidon representd 27 % que el de sacarosa, en O. hyptiacantha fue 39 %, en O.
megacantha fue 31 %, en O. albicarpa fue 48 % y en O. ficus-indica fue 70 %.
Practicamente, durante el ciclo diurno-nocturno completo el contenido de sacarosa fue

significativamente mas alto que el de almidon en las cinco especies.

El contenido de almiddn se incremento en las primeras horas del ciclo diurno, entre las 7
y las 15 h. El aumento promedio para las especies silvestres y con domesticacion
intermedia representé 80 % respecto al contenido del final de la fase nocturna, en las
especies con nivel mayor de domesticadas representd 60 %. En particular O. ficus-indica
acumuld 68 % mas almidén que O. streptacantha. Este comportamiento coincidio con el
incremento de la actividad de la rubisco descrito en Kalanchoe daigremontiana. En esta
especie la actividad rubisco aumenté gradualmente durante las horas con luz y la maxima

concentracion de 3 o 4 h antes del final del fotoperiodo (Griffiths et al., 2002).

Durante la descarboxilacion del malato se sintetizan carbohidratos a través de la
gluconeogénesis; esto impone un costo energético alto, pero asegura la produccion del
sustrato que se usa unas horas después para la carboxilacion nocturna y produccion de
“esqueletos” hidrocarbonados que se dirige al crecimiento (Antony y Borland, 2009). El
incremento de azUlcares, a lo largo del periodo con luz fue evidente. Asi, O. ficus-indica y
O. albicarpa duplicaron su contenido de sacarosa hacia el final del fotoperiodo. Esto
contrastd con los contenidos significativamente menores que acumularon las especies
silvestres y con domesticacion intermedia; pero, estas especies mantuvieron contenidos
significativamente mayores de azUcares en el ciclo diurno-nocturno completo.
Especificamente, O. streptacantha acumulé 50 % mas glucosa, fructosa y sacarosa que
O. ficus-indica. Ademas, las especies silvestres y con menor domesticacion presentaron

fluctuaciones minimas en su contenido de azucares el ciclo diurno-nocturno completo. El

183



incremento del contenido de glucosa y fructosa en las especies domesticadas, en el
periodo nocturno puede ser debido a una accién combinada de las invertasas, la actividad
de la invertasa neutra fue incrementando durante las horas con luz, con actividad mayor
a las 15 h; el aumento promedio en las especies silvestres fue de 22 %, y en promedio
24 % en las especies domesticadas. A las 15 h, las especies silvestres tenian un 16 %
mas actividad de invertasa que las especies domesticadas. Asi, la actividad de la
invertasa neutra mayor coincidié con el contenido significativamente alto de glucosa y
fructosa en O. streptacantha y O. hyptiacantha; ademas, en estas especies, el contenido
de sacarosa fue significativamente mayor en el ciclo completo, respecto a las
domesticadas. La actividad de invertasa acida, durante el periodo de luz, en la especie
silvestre, O. streptacantha, y las domesticadas, O. albicarpa y O. ficus-indica fueron
opuestas; en la silvestre representd 19.50 % mas respecto a O. albicarpa y 27 % mas
que en O. ficus-indica. Ademas, durante las horas de luz, O. streptacantha presenté
contenidos extremos en el contenido de sacarosa respecto a O. ficus-indica, coincidiendo
con los contenidos extremos en glucosa y fructosa. La hidrolisis irreversible de la
sacarosa, en el enlace a1-p2-glucosidico de la sacarosa, catalizada por las invertasas
produce glucosa y fructosa, por lo que tiene un papel fundamental para el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Pero, esta actividad se modifica en reaccion al estrés bibtico y
abidtico y durante el metabolismo del C primario (Roitsch y Gonzalez, 2004; Ruan et al.,
2010; Kulshrestha et al., 2013; Wang et al., 2014).

Ademas de los contenidos significativamente mayores de azucares en la especie silvestre
respecto a las domesticadas, en el contenido de aminoacidos libres y fenoles totales
también se observaron diferencias similares. Opuntia streptacantha destacé entre las
especies por su contenido significativamente alto de aminoacidos libres (mas del doble)
en el ciclo diurno-nocturno respecto a las otras cuatro especies. El aumento de los niveles
de prolina libre en las plantas se ha observado como reaccion a ciertos factores
ambientales; es el caso del déficit de humedad o temperaturas extremas. El aumento en
la concentracién de ese aminoacido tiene funcién osmoprotectora multifuncional y a
menudo se asocia con los niveles incrementados de sacarosa; por lo que, el incremento

en la sintesis de prolina también depende de los eventos de sefializacion especificos de
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sacarosa (Hanson et al., 2008; Sperdouli y Moustakas, 2012). Van den Ende y El-Esawe
(2014) indicaron que los azlcares solubles y prolina pueden incrementar en las plantas
en reaccion a algunas condiciones de estrés. La acumulacion de metabolitos
secundarios, como los fenoles, desempefia un papel en la proteccion de las plantas
contra herbivoros y patdgenos (Astello-Garcia et al., 2015; Pichereaux et al., 2016);
ademas, esto podria estar relacionado con los mecanismos bioguimicos que incrementan
la eficiencia a las especies silvestres en su permanencia en ambientes menos propicios
para el crecimiento, respecto a las domesticadas; estas ultimas frecuentemente han
perdido la habilidad para crecer en ambientes silvestres. Al respecto, O. streptacantha en
el periodo de diurno-nocturno presentd contenidos de fenoles totales hasta 34.37 %
mayores que O. ficus-indica.

Pichereaux et al. (2016) indicaron que en Opuntia se sobre expresa un numero
considerable de proteinas, principalmente las involucradas en la regulacion de la
glucolisis. Borland et al. (2009) indicaron que la activacion de rubisco inicia con el
comienzo del fotoperiodo; lo que coincide con los resultados en el presente estudio. Ya
que el contenido de proteina soluble incrementé en el periodo diurno. Asi, al inicio del
periodo nocturno las especies con grado mayor de domesticacién incrementaron hasta
tres veces su contenido de proteina y las especies silvestres el doble respecto al
amanecer. En el periodo nocturno destacaron las especies silvestres O. streptacantha y
O. hyptiacantha con los contenidos mayores de proteinas y contrastaron con las especies
con grado mayor de domesticacion, ya que presentaron hasta 37.68 % menos proteina
en el periodo diurno-nocturno, con excepciéon de los contenidos a las 15 h, cuando los
contenidos fueron estadisticamente similares entre esas especies. El contraste en el
contenido de proteina entre las especies silvestres y domesticadas permiten suponer que
las especies silvestres tienen actividad metabdlica mayor, especificamente o
principalmente en el periodo nocturno, caracteristico de las plantas MAC. Respecto a la
relacion del contenido de proteina y la actividad metabdlica en las plantas, se ha
documentado que aproximadamente la mitad de las proteinas en Opuntia interviene en

los procesos metabdlicos (Pichereaux et al., 2016).
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Las concentraciones nocturnas mayores de proteinas mostraron cierta relaciéon con el
reloj circadiano, el que juega papel cardinal en el establecimiento y mantenimiento de las
fases caracteristicas de la MAC; al respecto, el recambio diurno/nocturno de
carbohidratos es un componente clave para determinar la magnitud de la expresion MAC
(Borland et al., 2009). La captacion nocturna de CO: define a las plantas MAC y se
sustenta en un reducido grupo de carbohidratos que se degradan cada noche para la
sintesis del sustrato (fosfoenolpiruvato) de la fosfoenol piruvato carboxilasa. Esta enzima
es responsable de la fijacion nocturna del CO:z (Borland et al., 2016). Los carbohidratos
que derivaran en sustratos para las reacciones nocturnas y, en dependencia de la
especie, se transportan al cloroplasto y se almacenan como almidon o se transportan a
la vacuola y se almacenan como sacarosa, hexosa o ambas (Christopher y Holtum 1996;
Antony y Borland 2009; Borland et al., 2016). Antony y Borland (2009) indicaron que, para
evitar ciclos “indtiles”, las hexosas deberan almacenarse en la vacuola y no liberarse al
citoplasma hasta el siguiente periodo nocturno. Asi, los contenidos elevados de glucosa,
fructosa, y sacarosa, junto con la actividad mayor de invertasa acida y neutra en el
periodo nocturno en las cinco especies de Opuntia en el presente estudio coinciden con
lo descrito por Antony y Borland (2009). Este comportamiento permite explicar también,
porque, en promedio, el contenido de azucares es O. ficus-indica fue mayor a las 7 h
respecto a las 11 h, y mayor en las especies silvestres, en el periodo diurno-nocturno

completo.

La sacarosa y los productos de su hidrélisis actian en la regulacion del desarrollo de la
planta, en la respuesta al estrés por factores abibticos y bidticos a través de la asignacion
de Cy la sefalizacion por azucares (Roitsch y Gonzéalez 2004); por lo que, probablemente
las especies silvestres podrian enfrentar condiciones adversas con eficiencia mayor a las
especies domesticadas. La acumulacion de azlcares solubles puede tener efectos
osmoticos en el mantenimiento de la turgencia celular en condiciones de déficit hidrico,
ademas puede ayudar a proteger la integridad de las membranas y preservar la

funcionalidad de las proteinas (Krasensky y Jonak, 2012; Lisar et al., 2012).
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La degradacion del almidon durante la fase | del MAC, como almacén transitorio de C y
energia, también suministra esqueletos de C para la sintesis de fosfoenolpiruvato (Dodd
et al., 2003). La hidrdlisis del almiddn transitorio se detiene durante el dia (Zeeman et al.,
2002; Streb et al., 2009) y durante la noche se activa, a tasas mas o0 menos constantes.
Esto permite explicar los resultados del presente estudio; ya que, durante el inicio del
periodo nocturno, se registré la disminucion del contenido del polisacarido, en O.
streptacantha la reduccion fue 22 %, en O. megacantha fue 25 % y en las especies con
grado mayor de domesticacion representé 32 %. Durante el estrés hidrico el contenido
de almidén puede disminuir debido a su hidrdlisis, lo que incrementa los niveles de
sacarosa Yy hexosas (Pellerchi et al., 1997; Vu et al., 1998). Estos cambios se observaron
en la presente investigacion; ya que se registro la relacion inversa entre la hidrolisis de

almidon y la acumulacién de azucares.

La separacion de carbohidratos asignados a la fijacién nocturna de CO2 debe modularse
de acuerdo con las demandas de otros sumideros que compiten entre si, y que incluye la

respiracion, la exportacion y el crecimiento (Borland y Dodd, 2002).

La acumulacién de solutos, conduce a la reduccion del potencial osmético en las células,
lo que permite la entrada de agua (Serray y Sinclair, 2002; Lisar et al., 2012). Los solutos
gue se acumulan varian con la especie, e incluyen &cidos organicos, azUcares Yy
aminoécidos (Simposon, 1981). En la presente investigacion, durante el periodo diurno
se presentaron fluctuaciones amplias en el potencial de solutos; a las 7 h los valores
fueron los menores. En estos, destacaron O. streptacantha y O. megacantha con los
potenciales de solutos menor (-1.01 MPa). El potencial de solutos bajo concordé con los
contenidos altos de azucar. Al contrario, la disminucion de solutos propicia incremento
del potencial osmatico, por lo que los contendidos menores de azlcares, a las 11 h, en
general, coincidieron con los potenciales de solutos mayores; en estos valores,
destacaron O. ficus-indica con -0.72 MPa y O. albicarpa con -0.65 MPa. Durante el
periodo nocturno, las concentraciones de glucosa, fructosa, sacarosa y acido malico
permitieron el establecimiento de potenciales de solutos menores, especificamente en O.

ficus-indica fluctto entre -0.88 y -0.93 MPay en O. streptacantha entre -0.97 y -1.02 MPa.
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De acuerdo con Huang (2006) y Scalisi et al. (2016), los nopales mantienen hidratados
sus tejidos y la turgencia celular a través de la acumulacion de solutos, cuando la
humedad del suelo es baja. La acumulacién de malato en la especie Kalanchoe
daigremontiana, causoé reduccién en el potencial osmético en la savia de la hoja, que

favorecio la absorcion de agua (Smith y Liittge, 1985).

3.7 CONCLUSIONES

Opuntia streptacantha y O. ficus-indica, en los extremos del gradiente de domesticacion,
muestran el contraste mayor en los contenidos de glucosa, fructosa, sacarosa, almidén,
fenoles totales y en la actividad de invertasa acida durante el periodo diurno. Durante el
periodo nocturno el comportamiento entre O. streptacantha y O. ficus-indica también
muestran contrastes el contenido de proteina soluble. Ademas, O. ficus-indica acumula
menos de acido malico en el periodo nocturno y mas almidon en las horas con luz. Por lo
que las caracteristicas fisiolégico-bioquimicas, expresadas en la composicion quimica
parcial de los cladodios, la actividad de las invertasas y los ajustes del potencial osmaotico

en los cladodios, corresponden con el sindrome de domesticacion.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES GENERALES

El desarrollo de las sociedades agricolas fue uno de los eventos més transformadores en
la historia humana y ecoldgica, que resultd de la domesticacién de plantas y animales.
Los origenes de la domesticacion de plantas se pueden rastrear en varias areas del
mundo, como el suroeste de Asia, el norte y sur de China, Mesoamérica y Sudamérica,
hace 10 a 12 mil afios (Piperno, 2017). Se estima que 2 500 especies de plantas han sido
domesticacion en todo el mundo, con mas de 160 familias que contribuyen con una o
mas especies de cultivos (Dirzo y Raven, 2003). La domesticacion de plantas se puede
describir como un proceso que combina la evolucion natural y la seleccion artificial que
conduce a un aumento de la frecuencia de rasgos deseables en las poblaciones
cultivadas y adaptadas a las necesidades humanas (Martinez-Ainstworth y Tenaillon,
2016).

El sindrome de domesticacién es un conjunto de rasgos que denota las diferencias entre
las plantas domesticadas y sus congéneres silvestres (Frary y Doganlar, 2003; Abbo et
al., 2014). El sindrome de domesticacion puede evolucionar a lo largo de miles de
generaciones, a medida que los rasgos deseables se seleccionan en el entorno agricola
y se fijan en el genoma del cultivo, también puede evolucionar en un periodo corto de
tiempo, como en el caso de los cultivos domesticados en los ultimos 100 afios; y puede

incluir combinaciones de varios rasgos diferentes (Fuller, 2007).

Los resultados de la presente investigacion (Capitulo 1) indican que los cladodios jovenes
de doce variantes de cinco especies de Opuntia, en un gradiente de domesticacion y
cultivadas con riego, presentaron diferencias significativas (p < 0.05) en las
caracteristicas bioquimico-fisiolégicas, y en donde, el contenido de almidén y biomasa
cambiaron en dependencia directa con el nivel de domesticacion (Figuras 1.5y 1.11). La
domesticaciéon de Opuntia cambid el contenido de almidén en los cladodios jévenes,
sintetizado y almacenado en los cloroplastos de tejidos fotosintéticos, que es uno de los
productos de reserva primarios de la fijacion fotosintética de CO2 atmosférico (Zeeman y
Rees, 1999). El suministro de carbono por el almidén es vital para el crecimiento normal

de la planta, tal que el agotamiento de sus reservas, puede disminuir la tasa de
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crecimiento de la planta (Smith y Stitt, 2007; Zeeman et al., 2010). Ademas, el crecimiento
de las plantas generalmente se expresa mediante la biomasa (fresca o seca) acumulada;
ésta es esencialmente determinada por el intercambio gaseoso relacionado con la
fotosintesis y la respiracion a lo largo del tiempo (Kubota, 2016). El contenido mayor de
almidén y de biomasa en las variantes y especies mas domesticadas se relaciona con
algunas de las caracteristicas utilizadas para la seleccion de Opuntia en su
domesticacion, y representa el efecto conocido como gigantismo de los érganos de
interés para los humanos. Ademas, el contenido de almidon mas alto se registré en el
periodo diurno en las variantes y especies con grado mayor de domesticacion, cuando
las plantas estuvieron con baja disponibilidad de agua en el suelo (Figuras 2.5 By D); lo
gue se relaciona con la inactividad osmotica de los granulos de almidon que permite a
las plantas almacenar grandes cantidades de carbohidratos sin perturbar el equilibrio

hidrico de las células (Ball y Morell, 2003).

Las especies con domesticacion mas avanzada incrementan mas de 50 % su contenido
de sacarosa cuando la disponibilidad de agua es favorable (Figuras 2.4 A, C). Los
resultados permiten sugerir que los fotosintatos generados en las especies mas
domesticadas se destinan principalmente al crecimiento. La sacarosa es sustrato para el
metabolismo energético y la biosintesis de macro-moléculas, que resulta en acumulacion
de biomasa, crecimiento y desarrollo (Wang et al., 2013). La biosintesis del disacarido en
las especies con grado mayor de domesticaciéon se vio disminuida cuando se restringid
la humedad por 30 dias (Figura 2.4 D). Una caracteristica de las plantas domesticadas
es su dependencia al ambiente agricola para su sobrevivencia, debido al cambio en su

adaptacion ecoldgica (Perales y Aguirre, 2008).

Durante la descarboxilacion del malato se sintetizan carbohidratos a través de la
gluconeogénesis (Antony y Borland, 2009). En esta investigacion se evidencio el
incremento del contenido de azlcares, durante el periodo con luz (Figuras 3.2, 3.3, 3.4).
Opuntia ficus-indica y O. albicarpa duplicaron su contenido de sacarosa hacia el final del
fotoperiodo, que contrasto con los contenidos significativamente menores en las especies

silvestres y con domesticacion intermedia (Figura 3.4); en contraste, estas especies
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mantuvieron contenidos significativamente mayores de azucares en la fase diurna-

nocturna completa cuando la disponibilidad de agua en el suelo fue limitante.

En la presente investigacion, los contenidos de glucosa, fructosa y sacarosa en los
nopalitos por efecto del Wa del suelo de -5.72 MPa, respecto a -0.17 MPa, variaron entre
variantes y especies (Figuras 2.2, 2.3, 2.4 A-D); pero, la tendencia general no mostr
incrementos significativos que permitan suponer el papel osmoregulador de esos
azucares en los cladodios a una condicion de estrés. Aguilar-Becerril y Pefia-Valdivia
(2006) hacen mencidn sobre la dificultad de reconocer la condicion de déficit de humedad

en nopal.

Durante el proceso de domesticacion las plantas incrementan su capacidad de
adaptacién a ambientes diferentes a los silvestres, que en general son desfavorables
para el cultivo. Esa adaptaciéon depende de las modificaciones del metabolismo, en
diferentes niveles (Garcia-Nava et al., 2015; Lopez-Palacios et al., 2012, 2015). Por lo
anterior, las diferencias en el contenido de los monosacaridos, la sacarosa y el almidon,
pueden constituir una caracteristica del sindrome de domesticacion, con cambios
fisiolégicos y bioquimicos relacionados con el metabolismo de C, que, a la vez, les
permite a las especies domesticadas de Opuntia diferenciarse de sus antecesores
(Harlan, 1992; Casas et al., 1999).

En la fase nocturna, a las 23 h, la especie con nivel mayor de domesticacion, O. ficus-
indica, acumulé 50 % menos &cido malico que la silvestre O. streptacantha (Figura 3.1)
y en general, la especie con grado mayor de domesticacion, presentd los contenidos
menores de acido malico (Capitulo 3). La diferencia en la acidez entre las especies de
Opuntia puede deberse a varios factores. De acuerdo con Winter et al. (2015), puede ser
efecto de la contribucién en la fijacion nocturna CO2, que, a la vez, puede variar en

dependencia de la especie, las condiciones ambientales y el estado de desarrollo.

Ademas, con el Wa en el suelo de -5.72 MPa, (generado por la restriccion de riego) el

contenido de acido malico incrementd (24 % en promedio) en las cinco especies al
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amanecer, respecto al riego regular (Figuras 2.1 C y D). El aumento en la fijacion nocturna
de CO2 se ha documentado en especies MAC constitutivas, como Opuntia, como
respuestas a la sequia; ese aumento se refleja en el incremento del contenido de acido
malico, en las primeras horas del dia (Dodd et al., 2002; Griffiths et al., 2008; Winter et
al., 2008). Ademas, la caida en el contenido de acido malico en los tejidos de los
cladodios, respecto al amanecer, independientemente del Wa en el suelo, es tipica de las
plantas MAC (Corrales-Garcia et al., 2004) y se presentd en las cinco especies
independientemente de su nivel de domesticacion y Wa en el suelo en el que

permanecieron (Figura 3.1).

La domesticacion de las plantas ha disminuido el contenido de metabolitos secundarios,
principalmente asociados con la resistencia; se han encontrado variaciones en los niveles
de metabolitos secundarios en 203 especies de cultivos domesticados, segun Meyer et
al. (2012). Akula y Ravishankar (2011) indicaron que los metabolitos secundarios
participan en la adaptacion de las plantas al ambiente y en la reaccion a las condiciones
de estrés. En el presente estudio las variantes y especies silvestres mostraron potencial
mayor para la produccién de estos metabolitos que las especies con grado mayor de
domesticacion e independiente del contenido de humedad del suelo (Figuras 2.6 A-D;
3.6). Las rutas biosintéticas de los compuestos fendlicos se derivan del metabolismo
primario (Pichereaux et al., 2006). Esto permite sugerir que la asignacion diferenciada de
los recursos para el metabolismo primario, entre las especies silvestres y domesticadas,
interviene en la produccién de los compuestos fendélicos. Hammer (1984) propuso que el
cambio en la asignacién de nutrientes dentro de la planta (sindrome de domesticacién)
podria ser una herramienta Gtil para estudiar la compensacion entre la produccion de

biomasa y los metabolitos secundarios en el proceso de domesticacion de las plantas.

A lo largo del proceso de domesticacion de Opuntia, las caracteristicas del sindrome de
domesticacién se reflejan en un ajuste el metabolismo primario y secundario del C. Las
variantes y especies incluidas en el estudio expresan los cambios registrados en el

gradiente de domesticacion.

199



Literatura citada

Abbo, S., R.P. van-Oss, A. Gopher, Y. Saranga, |. Ofner, Z. Peleg. 2014. Plant
domestication versus crop evolution: a conceptual framework for cereals and grain
legumes. Trends in Plant Science 19: 351-360.

Aguilar-Becerril, G., C.B. Pefia-Valdivia. 2006. Alteraciones fisioldgicas provocadas por
sequia en nopal (Opuntia ficus-indica). Revista Fitotecnia Mexicana 29: 231-237.

Akula, R. y G.A. Ravishankar. 2011. Influence of abiotic stress signals on secondary
metabolites in plants. Plant Signaling and Behavior 6: 1720-1731.

Antony E., A.M. Borland. 2009. The Role and Regulation of Sugar Transporters in Plants
with Crassulacean Acid Metabolism. Institute for Research on Environment and
Sustainability, Devonshire Building, Newcastle University, UK. 127-143 p.

Ball, S.G., M.K. Morell. 2003. From bacterial glycogen to starch: understanding the
biogenesis of the plant starch granule. Annual Review of Plant Biology 54: 207-233.
Casas, A., J. Caballero, A. Valiente-Banuet, J.A. Soriano, P. Davila. 1999. Morphological
variation and the process of domestication of Stenocereus stellatus (Cactaceae) in

Central México. American Journal of Botany 86: 522-533.

Corrales-Garcia, J., C.B. Pefa-Valdivia, Y. Razo-Martinez, M. Séanchez-Hernandez.
2004. Acidity changes and pH-buffering capacity of nopalitos (Opuntia spp.).
Postharvest Biology and Technology 32: 169-174.

Dirzo, R. y P.H. Raven. 2003. Global state of biodiversity and loss. Annual Review of
Environment and Resources 28: 137-167.

Dodd, A.N., A.M. Borland, R.P. Haslam, H. Griffiths, K. Maxwell. 2002. Crassulacean acid
metabolism: plastic, fantastic. Journal of Experimental Botany 53: 569-580.

Fuller, D.Q. 2007. Contrasting patterns in crop domestication and domestication rates:
recent archaeobotanical insights from the Old World. Annals of Botany 100: 903-924.

Frary, A., S. Doganlar. 2003. Comparative Genetics of Crop Plant Domestication and
Evolution. Turkish Journal of Agriculture and Forestry 27: 59-69.

Garcia-Nava, F., C.B. Pefia-Valdivia, C. Trejo, R. Garcia-Nava, J.A. Reyes-Aguero, J.R.
Aguirre-Rivera. 2015. Biophysical and physiological characteristics of nopalitos
(Opuntia spp., Cactaceae) as influenced by domestication. Genetic Resources and
Crop Evolution 62: 927-938.

200



Griffiths H., W.E. Robe, J. Girnus, K. Maxwell. 2008. Leaf succulence determines the
interplay between carboxylase systems and light use during crassulacean acid
metabolism species. Journal of Experimental Botany 59: 1851-1861.

Hammer, K. 1984. Das domestikationssyndrom. Kulturpflanze 32: 11-34.

Harlan, J.R. 1992. Origins and processes of domestication. In: Chapman G. P. (ed.) Grass
Evolution and Domestication. Cambridge University Press, Cambridge. 159-175 p.
Kubota, C. 2016. Growth, development, transpiration and translocation as affected by

abiotic environmental factors. University of Arizona, Tucson, Arizona, USA. 151-164 p.

Lépez-Palacios C., C.B. Pefa-Valdivia, J.A. Reyes-Aguero, A.l. Rodriguez-Hernandez
2012. Effects of domestication on structural polysaccharides and dietary fiber in
nopalitos (Opuntia spp.). Gene Resources and Crop Evolution 59: 1015-1026.

Lépez-Palacios C., C.B. Pefa-Valdivia, J.A. Reyes-Agluero. J.R. Aguirre R, H. M.
Ramirez-Tobias, R.M. Soto-Hernandez, J.F. Jiménez-Bremont. 2015. Inter-and intra-
specific variation in fruit biomass number of seeds, and physical characteristic of seeds
in Opuntia spp. Gene Resources and Crop Evolution 62: 1205-1223.

Martinez-Ainstworth, N. y M. Tenaillon. 2016. Superheroes and masterminds of plant
domestication. Comptes Rendus Biologies 339: 268-273.

Meyer, R.S., A.E. DuVal, H.R. Jensen. 2012. Patterns and processes in crop
domestication: an historical review and quantitative analysis of 203 global food crops.
New Phytologist 196: 29-48.

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

Pichereaux, C., E.E. Hernandez-Dominguez, M.S. Santos-Diaz, A. Reyes-Aglero, M.
Astello-Garcia, F. Guéraud, A. Negre-Salvayre, O. Schiltz, M. Rossignol, A.P.B. de la
Rosa. 2016. Comparative shotgun proteomic analysis of wild and domesticated
Opuntia spp. species shows a metabolic adaptation through domestication. Journal of
Proteomics 143: 353-364.

Piperno, D.R. 2017. Assessing elements of an extended evolutionary synthesis for plant
domestication and agricultural origin research. PNAS. 114: 6429-6437.

Smith, A.M. y M. Stitt. 2007. Coordination of carbon supply and plant growth. Plant, Cell
and Environment 30: 1126-1149.

201



Wang, X.C., Q.Y. Zhao, C.L. Ma, Z.H. Zhang, H.L. Cao, Y.M. Kong, C. Yue, X.Y. Hao, L.
Chen, J.Q. Ma, J.Q. Jin, X. Li, Y.J. Yang. 2013. Global transcriptome profiles of
Camellia sinensis during cold acclimation. BMC Genomics 14: 1-15.

Winter, K., J.AMM. Holtum, J.A.C. Smith. 2015. Crassulacean acid metabolism: a
continuous or discrete trait? New Phytologist 208: 73-78.

Winter K., M. Garcia, J. A. M. Holtum. 2008. On the nature of facultative and constitutive
CAM: environmental and developmental control of CAM expression during early growth
of Clusia, Kalanchoé and Opuntia. Journal of Experimental Botany 59: 1829-1840.

Zeeman S.C. y T. AP Ress. 1999. Changes in carbohydrate metabolism and assimilate
export in starch-excess mutantas of Arabidopsis. Plant, Cell and Environment 22: 1445-
1453.

Zeeman, S.C., J. Kossmann, A.M. Smith. 2010. Starch: its metabolism, revolution, and

biotechnological modification in plants. Annual Review of Plant Biology 61: 209-234.

202



ANEXOS
Anexo A. Andlisis de varianza de las caracteristicas bioquimico-fisiolégicas doce
variantes de especies de Opuntia en un gradiente de domesticacion, cultivadas con riego.

Acidez (mg 100 mgts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 0.2947 0.0267 3.76 0.0003
Fase MAC 1 3.2180 3.2180 451.03 <.0001
Variantes x fase MAC 10 0.4126 0.0412 5.78 <.0001
Glucosa (mg 100 mg1ts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 239.4265 21.7660  138.32 <.0001
Fase MAC 1 59.2850 59.2850 376.74 <.0001
Variantes x fase MAC 10 47.5962 4.7596 30.25 <.0001
Fructosa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 108.3019  9.8456 30.78 <.0001
Fase MAC 1 13.3881 13.3881 41.86 <.0001
Variantes x fase MAC 10 51.4554 5.1455 16.09 <.0001
Sacarosa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 37.7296 3.4299 15.12 <.0001
Fase MAC 1 0.0060 0.0060 0.03 0.8709
Variantes x fase MAC 10 10.2792 1.0279 4.53 <.0001
Almidén (mg 100 mgtts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 4.3137 0.3921 24.22 <.0001
Fase MAC 1 0.5914 0.5914 36.53 <.0001
Variantes x fase MAC 10 1.1765 0.1176 7.27 <.0001
Fenoles totales (umolas g*ts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 108.6767 9.8797 10.72 <.0001
Fase MAC 1 15.3097 15.3097 16.61 0.0001
Variantes x fase MAC 10 87.4463 8.7446 9.49 <.0001
Aminoacidos libres (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 0.0337 0.0030 25.91 <.0001
Fase MAC 1 0.0087 0.0087 73.50 <.0001
Variantes x fase MAC 10 0.0077 0.0007 6.56 <.0001
Proteinas solubles (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 0.2804 0.0254 6.65 <.0001
Fase MAC 1 1.1598 1.1598 302.62 <.0001
Variantes x fase MAC 10 0.1744 0.0174 4.55 <.0001
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Actividad de invertasa acida (hmolas mg* h?)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 31.8426 2.8947 17.02 <.0001
Fase MAC 1 52.2879 52.2879  307.45 <.0001
Variantes x fase MAC 10 12.5738 1.2573 7.39 <.0001
Actividad de invertasa neutra (nmolas mg* h?)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 24.8721 2.2611 18.72 <.0001
Fase MAC 1 1.1291 1.1291 9.35 0.0032
Variantes x fase MAC 10 5.2918 0.5291 4.38 <.0001
Biomasa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variantes 11 115.7796 10.5254  41.73 <.0001
Fase MAC 1 1.0770 1.0770 4.27 0.0425
Variantes x fase MAC 10 68.4414 6.8441 27.13 <.0001
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Anexo B1. Andlisis de varianza de la composicion quimica parcial de siete variantes de

especies de Opuntia en un gradiente de domesticacion, cultivadas con y sin riego.

Acidez (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Variante 6 0.4364 0.0727 15.98 <.0001
Wa del suelo 1 0.0320 0.0320 7.03 0.0092
Fase MAC 1 154030 15.4036 3383.80 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 0.4683 0.0780 17.15 <.0001
Variante x fase MAC 6 0.5451 0.0908 19.96 <.0001
Wa del suelo x fase MAC 1 23723 2.3723 521.15 <.0001
Variante x Wa del suelo x fase MAC 6  0.1901 0.0316 6.96 <.0001
Glucosa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-vValor Pr>F
Variante 6 249.9967 41.6661 367.62 <.0001

Wa del suelo 1 625289 625289 551.69 <.0001
Fase MAC 1 31.2478 31.2478 275.70 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 83.6826 13.9471 123.06 <.0001
Variante x fase MAC 6 11.9158 1.98597 17.52 <.0001
Wa del suelo x fase MAC 1 0.03354 0.03354 0.30 0.5878
Variante x Wa del suelo x fase MAC 6 11.3487 1.89145 16.69 <.0001
Fructosa (mg 100 mgts)

FUENTE DF SS CM F-vValor Pr>F
Variante 148.3713 24.7285 110.97 <.0001
Wa del suelo 1 22.3050 22.3050 100.09 <.0001
Fase MAC 1 8.6959 8.6959 39.02 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 959965 15.9994 71.80 <.0001
Variante x fase MAC 6 5.6182 0.9363 4.20 0.0010

1

6

(o2}

Wa del suelo x fase MAC 5.8820 5.8820 26.40 <.0001
Variante x Wa del suelo x fase MAC 10.2696 1.7116 7.68 <.0001
Sacarosa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-valor Pr>F
Variante 6 7.5536 1.2589 8.64 <.0001
Wa del suelo 1 29.6973 29.6973 203.82 <.0001
Fase MAC 1 0.02222 0.02222 0.15 0.6971
Variante x Wa del suelo 6 51.7916 8.6319 59.24 <.0001
6
1
6

Variante x fase MAC 6.1387 1.0231 7.02 <.0001
Wa del suelo x fase MAC 0.0097 0.0097 0.07 0.7965
Variante x Wa del suelo x fase MAC 3.1279 0.5213 3.58 0.0033
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Almidén (mg 100 mgts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variante 6 8.5048 1.4174 86.52 <.0001
Wa del suelo 1 0.0036 0.0036 0.22 0.6368
Fase MAC 1 7.6519 7.6519 467.04 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 0.3766 0.0627 3.83 0.0016
Variante x fase MAC 6 0.9419 0.1569 9.58 <.0001
Wa del suelo x fase MAC 1 23571 2.3571 143.87 <.0001
Variante X Wa del suelo x fase MAC 6  0.4755 0.0792 4.84 0.0002
Fenoles totales (umolas g*ts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Variante 6 90.4312 15.0718 9.34 <.0001
Wa del suelo 1 56.2886 56.2886 34.88 <.0001
Fase MAC 1 233.4054 233.4054 14462 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 545166 9.0861 5.63 <.0001
Variante x fase MAC 6 28.8862 4.8143 2.98 0.0097
Wa del suelo x fase MAC 1 29.6798 29.6798 18.39 <.0001
Variante X Wa del suelo x fase MAC 6  29.6798 5.1794 3.21 0.0060
Aminoacidos libres (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-vValor Pr>F
Variante 6 0.0694 0.0115 164.75 <.0001
Wa del suelo 1 0.0045 0.0045 64.59 <.0001
Fase MAC 1 0.0050 0.0050 71.89 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 0.0011 0.0001 2.77 0.0151
Variante x fase MAC 6 0.0050 0.0008 12.00 <.0001
Wa del suelo x fase MAC 1 0.0023 0.0023 33.92 <.0001
Variante x Wa del suelo x fase MAC 6  0.0034 0.0005 8.25 <.0001
Proteinas solubles (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-vValor Pr>F
Variante 6 0.3019 0.0503 11.44 <.0001
Wa del suelo 1 0.6423 0.6423 146.06 <.0001
Fase MAC 1 2.1369 2.1369 485.87 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 0.1217 0.0202 4.61 0.0003
Variante x fase MAC 6 0.1325 0.0220 5.02 0.0001
Wa del suelo x fase MAC 1 0.0071 0.0071 1.62 0.2056
Variante x Wa del suelo x fase MAC 6  0.0897 0.0149 3.40 0.0040
Actividad de invertasa acida (nmolas mg* h)
FUENTE DF SS CM F-vValor Pr>F
Variante 6 249368 4.1561 19.79 <.0001
Wa del suelo 1 1.5690 1.5690 7.47 0.0073
Fase MAC 1 33.4087 33.4087 159.09 <.0001
Variante x Wa del suelo 6 17.3554 2.8925 13.77 <.0001
Variante x fase MAC 6 3.5819 0.5969 2.84 0.0129
Wa del suelo x fase MAC 1 8.5134 8.5134 40.54 <.0001
Variante x Wa del suelo x fase MAC 6 6.6906 1.1151 531 <.0001
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Actividad de invertasa neutra (nmolas mg* h?)

FUENTE

Variante

Wa del suelo

Fase MAC

Variante x Wa del suelo

Variante x fase MAC

Wa del suelo x fase MAC

Variante X Wa del suelo x fase MAC

DF SS

6

1
1
6
6
1
6

18.8363
0.3087
6.5780
10.0989
5.8729
8.8787
2.3667

CM

3.1393
0.3087
6.5780
1.6831
0.9788
8.8787
0.3944

F-Valor
16.79
1.65
35.18
9.00
5.24
47.49
2.11

Pr>F

<.0001
0.2014
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
0.0576
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Anexo B2. Analisis de varianza de la composicion quimica parcial cinco especies de

Opuntia en un gradiente de domesticacion, cultivadas con y sin riego.

Acidez (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies 0.2398 0.0599 18.31 <.0001
Wa del suelo 0.0038 0.0038 1.18 0.2806
Fase MAC 11.0848 11.0848 3386.36 <.0001

0.2372 0.0593 18.12 <.0001

Especies x fase MAC 0.3907 0.0976 29.84 <.0001

Wa del suelo x fase MAC 1.8265 1.8265 557.98 <.0001

Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  0.1401 0.0350 10.71 <.0001
Glucosa (mg 100 mg?ts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies x Wa del suelo

PADMRPERDN

Especies 188.7613 47.1903 555.32 <.0001
Wa del suelo 48.0255 48.0255 565.15 <.0001
Fase MAC 229821 22.9821 270.45 <.0001

36.4484 9.1121 107.23 <.0001

Especies x fase MAC 7.2035 1.8008 21.19 <.0001

Wa del suelo x fase MAC 0.0275 0.0275 0.32 0.5711

Especies x Wa del suelo x fase MAC 4 8.4529 2.1132 24.87 <.0001
Fructosa (mg 100 mgts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies x Wa del suelo

PADMRPERDN

Especies 4 929937 23.2484 129.62 <.0001
Wa del suelo 1 154221 15.4221 85.99 <.0001
Fase MAC 1 4.2620 4.2620 23.76 <.0001
Especies x Wa del suelo 4  37.3610 9.3402 52.08 <.0001
Especies x fase MAC 4  3.3143 0.8285 4.62 0.0026
Wa del suelo x fase MAC 1 29368 2.9368 16.37 0.0002
Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  2.5428 0.6357 3.54 0.0116
Sacarosa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 2.7471 0.6867 6.33 0.0003
Wa del suelo 29.5087 29.5087 272.13 <.0001

4
1
Fase MAC 1 0.0577 0.0577 0.53 0.4685
Especies x Wa del suelo 4 33.0760 8.2690 76.26 <.0001
Especies x fase MAC 4  2.2922 0.5730 5.28 0.0010
Wa del suelo x fase MAC 1 0.0310 0.0310 0.29 0.5945
Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  0.6449 0.1612 1.49 0.2175
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Almidén (mg 100 mgts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies 4  7.7404 1.9351 118.02 <.0001
Wa del suelo 1 0.0083 0.0083 0.51 0.4773
Fase MAC 1 6.2788 6.2788 382.93 <.0001
Especies x Wa del suelo 4  0.1048 0.0262 1.60 0.1827
Especies x fase MAC 4  0.7458 0.1864 11.37 <.0001
Wa del suelo x fase MAC 1 15790 1.5790 96.30 <.0001
Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  0.2039 0.0509 3.11 0.0197

Fenoles totales (umolas g*ts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies 4 66.6158 16.6539 13.68 <.0001
Wa del suelo 1 51.1853 51.1853 42.04 <.0001
Fase MAC 1 196.8006 196.8006 161.66 <.0001
Especies x Wa del suelo 4  26.7391 6.6847 5.49 0.0006
Especies x fase MAC 4 18.3706 4.5926 3.77 0.0073
Wa del suelo x fase MAC 1 20.5876 20.5876 16.91 <.0001
Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  28.0315 7.0078 5.76 0.0004

Aminoacidos libres (mg 100 mg™ ts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies 4  0.0637 0.0159 253.01 <.0001
Wa del suelo 1 0.0034 0.0034 54.07 <.0001
Fase MAC 1 0.0047 0.0047 75.15 <.0001
Especies x Wa del suelo 4  0.0008 0.0002 3.31 0.0146
Especies x fase MAC 4  0.0027 0.0006 10.87 <.0001
Wa del suelo x fase MAC 1 0.0023 0.0023 37.27 <.0001
Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  0.0031 0.0007 12.56 <.0001

Proteinas solubles (mg 100 mgts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies 4 0.2428 0.0607 19.30 <.0001
Wa del suelo 1 0.4409 0.4409 140.15 <.0001
Fase MAC 1 1.4629 1.4629 464.94 <.0001
Especies x Wa del suelo 4  0.0425 0.0106 3.38 0.0131
Especies x fase MAC 4  0.0668 0.0167 5.31 0.0008
Wa del suelo x fase MAC 1 0.0134 0.0134 4.27 0.0420
Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  0.0558 0.0139 4.44 0.0027

Actividad de invertasa acida (nmolas mg* h)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F

Especies 4  20.4981 5.1245 38.04 <.0001
Wa del suelo 1 0.0768 0.0768 0.57 0.4523
Fase MAC 1 271274 27.1274 201.36 <.0001
Especies x Wa del suelo 4  9.2505 2.3126 17.17 <.0001
Especies x fase MAC 4 3.0094 0.7523 5.58 0.0005
Wa del suelo x fase MAC 1 7.3528 7.3528 54.58 <.0001
Especies x Wa del suelo x fase MAC 4  4.5591 1.1397 8.46 <.0001
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Actividad de invertasa neutra (nmolas mg* h?)

FUENTE

Especies

Wa del suelo

Fase MAC

Especies x Wa del suelo

Especies x fase MAC

Wa del suelo x fase MAC

Especies x Wa del suelo x fase MAC

DF SS

4  6.7355
1 1.0160
1 6.3798
4 49107
4  2.8034
1 5.2074
4  1.2494

CM

1.6838
1.0160
6.3798
1.2276
0.7008
5.2074
0.3123

F-Valor
12.34
7.45
46.77
9.00
5.14
38.18
2.29

Pr>F

<.0001
0.0078
<.0001
<.0001
0.0010
<.0001
0.0669
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Anexo B3. Comparacion de medias de la composicion quimica parcial siete variantes de

especies de Opuntia en un gradiente de domesticacion, cultivadas con y sin riego.

Acidez (mg 100 mg'ts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes Amarilla Olorosa 0.9446 a
Cardona 0.9444 a
Naranjon Legitimo 0.92410 a
Rojo Lirio 0.8824 ab
San Pedrefia 0.8189 bc
Copena V1 0.7911 ¢
Amarillo Platano 0.7863 ¢
Wa del suelo -0.17 MPa 0.8888 a
-5.72 MPa 0.8579 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 1.2354 a
15 h (fase Il de MAC) 0.5052 b
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 1.0945 b
-0.17 MPax 15 h 0.6831 ¢
-5.72 MPax7h 1.3293 a
-5.72 MPa x 15 h 0.3865 d
Glucosa (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes San Pedrefia 8.7529 a
Cardona 8.6606 a
Rojo Lirio 8.2616 b
Amarillo Platano 7.4906 c
Amarilla Olorosa 6.6219 d
Naranjon Legitimo 5.0689 e
Copena V1 49545 e
Wa del suelo -0.17 MPa 7.8630 a
-5.72 MPa 6.3686 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 6.5876 b
15 h (fase Il de MAC) 7.6440 a
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 7.3521 ab
-0.17 MPax 15 h 8.3739 a
-5.72 MPax7h 58231 ¢
-5.72 MPa x 15 h 6.9142 bc
Fructosa (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes San Pedrefia 6.9832 a
Rojo Lirio 6.9500 a
Cardona 6.6321 ab
Amarillo Platano 6.4215 b
Amarilla Olorosa 48554 ¢
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Naranjon Legitimo 55749 ¢
Copena V1 40446 d
Wa del suelo -0.17 MPa 6.2265 a
-5.72 MPa 53339 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 55016 b
15 h (fase Il de MAC) 6.0589 a
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 6.1770 a
-0.17 MPax 15 h 6.2760 a
-5.72MPax7h 48262 b
-5.72 MPa x 15 h 5.8418 ab
Sacarosa (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes Amarillo Platano 43912 a
Amarilla Olorosa 43753 a
Cardona 43183 ab
San Pedrefia 42735 abc
Naranjon Legitimo 3.9252 bcd
Copena V1 3.9008 «cd
Rojo Lirio 3.6902 d
Wa del suelo -0.17 MPa 46398 a
-5.72 MPa 3.6100 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 41390 a
15 h (fase Il de MAC) 41108 a
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 46633 a
-0.17 MPax 15 h 46155 a
-5.72 MPax7h 3.6148 b
-5.72 MPa x 15 h 3.6053 b
Almidén (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes Copena V1 1.9549 a
Naranjon Legitimo 16348 b
San Pedrefia 1.3786 ¢
Amarillo Platano 1.3769 ¢
Amarilla Olorosa 1.3191 cd
Rojo Lirio 1.2321 de
Cardona 1.1319 e
Wa del suelo -0.17 MPa 1.4263 a
-5.72 MPa 14368 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 1.1675 b
15 h (fase Ill de MAC) 1.6977 a
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 1.3202 c
-0.17 MPax 15 h 15325 b
-5.72 MPax 7 h 1.0658 d
-5.72 MPax 15 h 1.8078 A
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Fenoles totales (umolas g*ts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes San Pedrefia 20.0109 a
Cardona 19.5853 ab
Rojo Lirio 19.1481 ab
Amarilla Olorosa 18.8312 ab
Amarillo Platano 18.7822 b
Naranjon Legitimo 18.3862 hc
Copena V1 17.2007 c
Wa del suelo -0.17 MPa 18.0727 b
-5.72 MPa 19.3670 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 20.2611 a
15 h (fase Il de MAC) 17.4374 b
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 18.9206 b
-0.17 MPax 15 h 17.2248 c
-5.72 MPax7h 21.1547 a
-5.72 MPa x 15 h 17.5792 c

Aminoacidos libres (mg 100 mgts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes Cardona 0.1337 a
San Pedrefna 0.0777 b
Naranjon Legitimo 0.0775 b
Amarilla Olorosa 0.0738 b
Rojo Lirio 0.0710 bc
Copena V1 0.0637 ¢
Amarillo Platano 0.0634 ¢
Wa del suelo -0.17 MPa 0.0871 a
-5.72 MPa 0.0755 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 0.0854 a
15 h (fase Il de MAC) 0.0748 b
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPax 7 h 0.0974 a
-0.17 MPa x 15 h 0.0767 b
-5.72 MPax 7 h 0.0774 b
-5.72 MPa x 15 h 0.0735 b

Proteinas solubles (mg 100 mgts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes Amarilla Olorosa 0.6450 a

Naranjon Legitimo 0.6359 a

Amarillo Platano 0.6356 a

Rojo Lirio 0.5991 ab

San Pedrefa 0.5924 ab

Cardona 0.5369 bc

Copena V1 0.5143 ¢
Wa del suelo -0.17 MPa 0.6771 a

-5.72 MPa 05388 b
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Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 0.4666 b
15 h (fase Il de MAC) 0.7217 a
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 0.5583 ¢
-0.17 MPax 15h 0.7959 a
-5.72 MPax7h 0.4055 d
-5.72 MPa x 15 h 0.6722 b

Actividad de invertasa acida (hmolas mg* h1)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes Cardona 6.2217 a
San Pedrefna 5.8689 ab
Amarillo Platano 5.4489 bc
Rojo Lirio 54076 ¢
Amarilla Olorosa 53572 ¢
Naranjon Legitimo 5.1120 cd
Copena V1 48409 d
Wa del suelo -0.17 MPa 53356 b
-5.72 MPa 55517 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 59135 a
15 h (fase Il de MAC) 5.0170 b
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPa x 7 h 6.0859 a
-0.17 MPa x 15 h 45854 ¢
-5.72MPa x 7 h 5.7987 a
-5.72 MPa x 15 h 53049 b

Actividad de invertasa neutra (nmolas mg* h1)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Variantes San Pedrefna 6.0370 a
Amarilla Olorosa 5.8609 ab
Cardona 5.7478 abc
Rojo Lirio 5.5489 bcd
Copena V1 5.4402 cd
Naranjon Legitimo 5.3074 d
Amarillo Platano 48685 e
Wa del suelo -0.17 MPa 5.6019 a
-5.72 MPa 55060 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 5.2717 b
15 h (fase Ill de MAC) 5.8170 a
Wa del suelo x fase MAC  -0.17 MPax 7 h 5.6377 b
-0.17 MPa x 15 h 55661 b
-5.72 MPax 7 h 5.0278 ¢
-5.72 MPa x 15 h 59843 a
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Anexo B4. Comparacion de medias de la composicidn quimica parcial de cinco especies

de Opuntia en un gradiente de domesticacion, cultivadas con y sin riego.

Acidez (mg 100 mgts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 0.9444 a
O. albicarpa 0.9241 ab
O. hyptiacantha 0.8818 bc
O. megacantha 0.8344 cd
O. ficus-indica 0.7911 d
Wa del suelo -0.17 MPa 0.8828 a
-5.72 MPa 0.8701 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 1.2425 a
15 h (fase Ill de MAC) 0.5078 b
Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 1.0846 b
-0.17 MPax 15 h 0.6809 c
-5.72 MPax7h 1.3478 a
-5.72 MPax 15 h 0.3923 d
Glucosa (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 8.6606 a
0. megacantha 78761 b
O. hyptiacantha 7.6874 b
O. albicarpa 5.0689 ¢
O. ficus-indica 49545 ¢
Wa del suelo -0.17 MPa 7.6243 a
-5.72 MPa 6.0746 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 6.3135 b
15 h (fase Il de MAC) 7.3854 a
Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 7.0698 ab
-0.17 MPax 15 h 8.1788 a
-5.72 MPax7h 55573 ¢
-5.72 MPax 15 h 6.5921 bc
Fructosa (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. megacantha 6.6858 a
O. streptacantha 6.6321 a
O. hyptiacantha 59193 b
O. albicarpa 44749 ¢
0. ficus-indica 40446 d
Wa del suelo -0.17 MPa 6.0104 a
-5.72 MPa 51311 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 5.3405 b
15 h (fase Il de MAC) 5.8021 a
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Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 59712 a
-0.17 MPax 15h 6.0496 a
-5.72 MPax7h 47099 b
-5.72 MPax 15 h 5.5547 ab
Sacarosa (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. hyptiacantha 43244 a
O. streptacantha 43183 a
O. megacantha 4.0407 ab
O. albicarpa 3.9252 b
O. ficus-indica 3.9008 b
Wa del suelo -0.17 MPa 47092 a
-5.72 MPa 3.4945 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 4.1287 a
15 h (fase Il de MAC) 4.0750 a
Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 47558 a
-0.17 MPax 15 h 4.6627 a
-5.72 MPax7h 3.5017 b
-5.72 MPax 15 h 3.4874 b
Almidén (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. ficus-indica 1.9549 a
O. albicarpa 16348 b
O. hyptiacantha 1.3488 ¢
0. megacantha 1.3045 ¢
O. streptacantha 1.1319 d
Wa del suelo -0.17 MPa 1.4638 a
-5.72 MPa 1.4825 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 1.1936 b
15 h (fase Ill de MAC) 1.7564 a
Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 1.3363 ¢
-0.17 MPax 15 h 15913 b
-5.72 MPax7h 1.0985 d
-5.72 MPa x 15 h 1.8665 a
Fenoles totales (umolas gts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 19.5853 a
O. hyptiacantha 19.4211 a
0. megacantha 18.9652 ab
O. albicarpa 18.3862 b
O. ficus-indica 17.2007 c
Wa del suelo -0.17 MPa 17.8355 b
-5.72 MPa 19.2959 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 20.2361 a
15 h (fase Il de MAC) 17.1873 b
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Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 18.8042 b
-0.17 MPax 15 h 16.8668 c
-5.72 MPax7h 21.1907 a
-5.72 MPa x 15 h 17.4010 c
Aminoécidos libres (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 0.1337 a
O. albicarpa 0.0775 b
O. hyptiacantha 0.0757 b
O. megacantha 0.0672 ¢
O. ficus-indica 0.0637 c
Wa del suelo -0.17 MPa 0.0907 a
-5.72 MPa 0.0788 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 0.0896 a
15 h (fase Il de MAC) 0.0775 b
Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 0.1027 a
-0.17 MPax 15 h 0.0787 b
-5.72 MPax7h 0.0809 b
-5.72 MPax 15 h 0.0767 b
Proteinas solubles (mg 100 mgts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. albicarpa 0.6359 a
O. hyptiacantha 0.6187 a
O. megacantha 0.6173 a
O. streptacantha 0.5369 b
O. ficus-indica 0.5143 b
Wa del suelo -0.17 MPa 0.6659 a
-5.72 MPa 0.5304 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 0.4588 b
15 h (fase Ill de MAC) 0.7104 a
Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 0.5543 ¢
-0.17 MPax 15 h 0.7776 a
-5.72 MPax7h 0.3951 d
-5.72 MPa x 15 h 0.6657 b
Actividad de invertasa acida (hmolas mg* h?)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 6.2217 a
O. hyptiacantha 56130 b
0. megacantha 5.4283 bc
O. albicarpa 5.1120 «cd
0. ficus-indica 48409 d
Wa del suelo -0.17 MPa 54092 a
-5.72 MPa 5.4658 a
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 5.9194 a
15 h (fase Il de MAC) 49669 b
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Wa del suelo x fase MAC

-0.17 MPa x 7 h
-0.17 MPax 15 h
-5.72MPax7h
-5.72 MPa x 15 h

6.2176
4.6009
5.7207
5.2110

O T QYD

Actividad de invertasa neutra (hmolas mg? h?)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. hyptiacantha 59489 a
O. streptacantha 5.7478 ab
O. ficus-indica 5.4402 Dbc
O. albicarpa 53074 c
0. megacantha 5.2087 ¢
Wa del suelo -0.17 MPa 5.6540 a
-5.72 MPa 54483 b
Fase MAC 7 h (final de fase | de MAC) 5.2262 b
15 h (fase Il de MAC) 5.8349 a
Wa del suelo x fase MAC -0.17 MPa x 7 h 56292 a
-0.17 MPax 15 h 56790 a
-5.72MPa x 7 h 49576 b
-5.72 MPax 15 h 59390 a
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Anexo C1. Andlisis de varianza de cinco especies de Opuntia en un gradiente de

domesticacion en un ciclo de 24 h y cultivadas sin riego por 30 dias.

Acidez (mg 100 mgts)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 1.9792 0.4948 220.24 <.0001
Hora del dia 5 23.3067 4.6613 2074.70  <.0001
Especies x hora del dia 20 1.3956 0.0697 31.06 <.0001
Glucosa (mg 100 mg1ts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 169.5981 42.3995 425.18 <.0001
Hora del dia 5 68.3613 13.6722 137.11 <.0001
Especies x hora del dia 20 79.9457 3.9972 40.08 <.0001
Fructosa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 181.1107  45.2776  489.85 <.0001
Hora del dia 5 46.6293 9.3258 100.89 <.0001
Especies x hora del dia 20 63.0511 3.1525 34.11 <.0001
Sacarosa (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 52.5891 13.1472  180.98 <.0001
Hora del dia 5 4.4602 0.8920 12.28 <.0001
Especies x hora del dia 20 11.0552 0.5527 7.61 <.0001
Almidén (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 7.3544 1.8386 75.96 <.0001
Hora del dia 5 13.5124 2.7024 111.65 <.0001
Especies x hora del dia 20 5.4815 0.2740 11.32 <.0001
Fenoles totales (umolas g'ts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 334.6604  83.6651 57.02 <.0001
Hora del dia 5 356.0661  71.2132  48.53 <.0001
Especies x hora del dia 20 131.3656 6.5682 4.48 <.0001
Aminoacidos libres (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 0.0966 0.0241 500.75 <.0001
Hora del dia 5 0.0026 0.0005 10.87 <.0001
Especies x hora del dia 20 0.0054 0.0002 5.64 <.0001
Proteinas solubles (mg 100 mgts)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 0.3610 0.0902 20.50 <.0001
Hora del dia 5 5.2781 1.0556 239.74 <.0001
Especies x hora del dia 20 1.1317 0.0565 12.85 <.0001
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Actividad de invertasa acida (hmolas mg* h?)

FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 16.9748 4.2437 32.68 <.0001
Hora del dia 5 29.0861 5.8172 44.79 <.0001
Especies x hora del dia 20 22.6796 1.1339 8.73 <.0001
Actividad de invertasa neutra (nmolas mg* h1)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 7.3552 1.8388 20.92 <.0001
Hora del dia 5 23.3215 4.6643 53.06 <.0001
Especies x hora del dia 20 14.9404 0.7470 8.50 <.0001
Potencial osmético (MPa)
FUENTE DF SS CM F-Valor Pr>F
Especies 4 0.1838 0.0459 18.33 <.0001
Hora del dia 5 1.5701 0.3140 125.24 <.0001
Especies x hora del dia 20 0.2983 0.0149 5.95 <.0001
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Anexo C2. Comparacion de medias de cinco especies de Opuntia en un gradiente de

domesticacion en un ciclo de 24 h y cultivadas sin riego por 30 dias.

Acidez (mg 100 mgts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 0.7985 a
O. albicarpa 0.7906 a
O. megacantha 0.6639 b
O. ficus-indica 0.5716 c
O. hyptiacantha 0.5503 ¢
Hora de dia 07 h 1.3478 a
11h 0.8639 b
03 h 0.7027 ¢
23 h 0.4805 d
15h 0.3923 e
19 h 0.2626 f
Glucosa (mg 100 mg ts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 7.7688 a
O. megacantha 7.6932 a
O. hyptiacantha 6.1940 b
O. albicarpa 59633 b
O. ficus-indica 45848 ¢
Horadedia 19h 7.3580 a
23 h 7.2057 a
15h 6.5921 b
03 h 6.5719 b
07 h 55572 ¢
11h 5.3587 ¢
Fructosa (mg 100 mg™* ts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 7.1554 a
O. megacantha 6.9197 a
O. albicarpa 52097 b
O. hyptiacantha 4.9939 b
O. ficus-indica 3.8791 ¢
Horade dia 19 h 6.7235 a
03 h 58088 b
23 h 57989 b
15h 55547 b
11h 5.1578 ¢
07 h 47098 d
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Sacarosa (mg 100 mg™? ts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 4.3902 a
O. megacantha 4.0353 b
O. hyptiacantha 3.7477 ¢
O. albicarpa 3.1774 d
O. ficus-indica 25134 e
Hora de dia 03 h 3.8398 a
23 h 3.7733 ab
19h 3.5768 bc
07 h 3.5017 «cd
15h 3.4874 cd
11h 3.2579 d
Almidén (mg 100 mg* ts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. ficus-indica 1.7686 a
O. albicarpa 15182 b
O. hyptiacantha 1.4770 b
O. megacantha 1.2666 c
O. streptacantha 1.1973 ¢
Horade dia 15h 1.8665 a
11 h 1.7102 b
19 h 1.4256 c
23 h 14118 ¢
03 h 1.1606 d
07 h 1.0985 d
Fenoles totales (umolas g ts)
Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 20.7480 a
O. megacantha 19.5128 b
O. hyptiacantha 19.3567 b
O. albicarpa 18.7780 b
O. ficus-indica 16.5914 c
Hora de dia 07 h 21.1907 a
03 h 20.5610 a
23 h 18.8100 b
11h 18.2147 bc
19h 17.8070 c
15h 17.4010 c

Aminoacidos libres (mg 100 mg™ ts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 0.1203 a

O. hyptiacantha 0.0696 b

O. albicarpa 0.0688 bc

O. megacantha 0.0644 ¢
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O. ficus-indica 0.0538 d

Hora de dia 07 h 0.0809 a

11h 0.0787 ab

15h 0.0767 ab

03 h 0.0745 bc

19 h 0.0711 c

23 h 0.0704 c

Proteinas solubles (mg 100 mg™ ts)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. hyptiacantha 0.7497 a

O. megacantha 0.6860 b

O. albicarpa 0.6670 b

O. streptacantha 0.6544  bc

O. ficus-indica 0.6129 ¢
Horade dia 19 h 0.9439 a

23 h 0.7933 b

03 h 0.6740 ¢

15h 0.6655 ¢

11h 0.5751 d

07 h 0.3929 e

Actividad de invertasa acida (hmolas mg* h?)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. streptacantha 6.2316 a

O. megacantha 6.0076 a

O. hyptiacantha 5.7438 b

O. albicarpa 56209 b

0. ficus-indica 53446 ¢
Hora de dia 03 h 6.2956 a

19h 6.1858 ab

23 h 5.9665 bc

07 h 5.7206 ¢

11h 5.3588 d

15h 5.2109 d

Actividad de invertasa neutra (nmolas mg* h1)

Factor Nivel Medias Agrupamiento
Especies O. hyptiacantha 5.8600 a

O. streptacantha 5.8844 a

O. megacantha 5.6928 a

O. ficus-indica 54074 Db

O. albicarpa 54007 b
Hora de dia 19 h 6.0776 a

15h 59390 a

03 h 57036 b

23 h 56856 b

11h 54829 b
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07 h

4.9576

C

Potencial osmético (MPa)

Factor Nivel Medias Agrupamiento

Especies O. ficus-indica -0.8405 a
O. albicarpa -0.8559 ab
O. megacantha -0.8813 b
O. hyptiacantha -0.8872 b
O. streptacantha -0.9340 c

Horadedia 19h -0.7454 a
11 h -0.7672 a
15h -0.8740 b
07 h -0.9556 ¢
03 h -0.9597 ¢
23 h -0.9769 c
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