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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo principal optimizar la técnica de
propagacion in vitro de nopal Opuntia ficus-indica (L.) Miller. Se utilizaron para la
etapa de establecimiento cladodios juveniles de 7-10 cm de longitud. Los
explantes primarios fueron obtenidos al seccionar los cladodios en cortes de 1 cm?
los cuales contenian una aréola. El medio nutritivo para esta etapa fue MS a mitad
de su concentracion. Los explantes asépticos fueron subcultivados en medio MS
con los siguientes tratamientos: 85 mg/L de Na,HPO, ,80 mg/L de adenina, 0.5
mg/ de acido indol acético, 3 mg/L de BAP y/o 3 mg/L de kinetina. Con los
explantes obtenidos en esta etapa se establecieron los tratamientos con cuatro
repeticiones, cada repeticion estuvo constituida de cuatro explantes de 0.5 cm de
longitud. El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 3x2x9. El Factor A correspondid las variedades de nopal: Copena,
Milpa Alta y Villanueva; el Factor B a medios nutritivos: Murashige and Skoog (MS)
y PCL2; el Factor C a reguladores de crecimiento: BAP y Prohexadiona de calcio
(P-Ca) a concentraciones de 0.0, 0.5y 1 mg/L. El nimero de brotes conformados
de cada tratamiento se registr6 a las 12 semanas de desarrollo. Los resultados
muestran diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) entre variedades,
medios de cultivo y reguladores de crecimiento. La mejor respuesta se observé en
la variedad de Villanueva y en el medio PCL2 con un numero de 13.6 brotes por
explante. La interaccion de los reguladores BAP y P-Ca favorecio la expresion
morfogenética con la produccién de brotes en cada aréola presente en el explante.

Palabras clave

P-Ca, Opuntia ficus-indica, Villanueva, Copena, Milpa Alta.
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l. INTRODUCCION

El nopal (Opuntia ficus-indica L. Miller) es una planta que pertenece a la
familia Cactaceae y se caracteriza por su notable adaptacion a climas aridos y
semiaridos en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Es una planta
con diferentes aplicaciones, dentro de éstas, destaca el uso medicinal ya que
posee propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, hipoglucémicas,
hipocolesteromiantes, antimicrobianas y neuroprotectoras. El tallo del nopal
presenta una gran cantidad de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante
entre los cuales se incluyen fendlicos, flavonoides, carotenos y vitamina C (Qui et
al. 2002; Ginestra et al. 2009; Bensadon et al. 2010; Jeon et al. 2011; Santos-Zea
et al. 2011). Estos compuestos quimicos son una fuente importante de moléculas
funcionales de importancia como medicamentos (Goossens et al. 2003), sin
embargo, la produccion de éstos en la planta es muy baja (menos de 1%) y
depende de la especie, etapa de desarrollo, condiciones de crecimiento y
aspectos fisiolégicos (Guevara- Figueroa et al. 2010).

Por sus multiples usos su importancia econémica ha ido a la alza, en los ultimos
afos las plantaciones se han intensificado en muchos paises de Africa, América,
Asia y Europa. En México en 2014 la produccion fue de 824,602.36 toneladas. La
perspectiva de abrirse a mercados internacionales, representa una posibilidad
para incrementar la superficie plantada y la productividad del cultivo (SIAP, 2014).

Se han establecido diferentes métodos de propagacion, como la vegetativa,
apomixis, injerto, microinjerto, pero a pesar de que estas metodologias son faciles

de realizar, sus tasas de propagacién son bajas y requieren grandes espacios para



la propagacion, por lo que la multiplicacién por cultivo de tejidos ha sido sefalada
como la de mayor potencial, ya que proporciona altas tasas de propagacion,
menores necesidades de espacio y la produccion de plantas sanas y libres de
patdogenos. Diversos estudios revelan que la micropropagacion ha sido
ampliamente estudiada y desarrollada con éxito en la clonacion de muchas
especies de cactus incluyendo nopal (Johnson y Emino, 1979; Smith et al. 1991;

Estrada et al. 2008).

A pesar de la amplia variabilidad del género Opuntia existente en México la
produccion esta basada en su mayoria en el cultivar Milpa Alta, por lo que se hace

urgente la diversificacion y la eleccion de variedades con diferentes finalidades.



Il OBJETIVOS

2.1. General

Multiplicar in vitro tres variedades de nopal Opuntia ficus-indica (L.) Miller

(Copena, Milpa Alta y Villanueva).

2.2. Especificos

e Evaluar los medios nutritivos MS Y PCL2 en la produccién de brotes de tres

variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva).

e Evaluar la concentracién y combinacién de los reguladores de crecimiento
BAP y P-Ca en la produccion de brotes de tres variedades de nopal (Copena,

Milpa Alta y Villanueva).



1. HIPOTESIS

Es posible aumentar el numero de brotes de tres variedades de nopal (Copena,
Milpa Alta y Villanueva) con diferentes concentraciones y combinaciones de
reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0, 0.5 y 1.0 mg/L) adicionados a dos

medios nutritivos (MS y PCL2).



V. ANTECEDENTES

4.1. Taxonomia

México es centro de origen del “nopal”, éste se encuentra distribuido en gran parte
del pais. El género Opuntia agrupa una serie de mas de 300 especies, entre las
cuales méas de 100 han sido encontradas en habitats silvestres en México, 60 de
ellas endémicas (Anaya-Pérez, 2001; Feugang et al. 2006). El Cuadro 1 muestra

la descripcidn taxonémica del nopal (Bravo, 1978).

Cuadro 1. Descripcion taxonémica del nopal.

Reino Plantae
Subreino Embryophyta
Division Angiospermae
Clase Dicotiled6nea
Subclase Dialipétalas
Orden Puntiales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae
Género Opuntia

Especie ficus indica L., Miller.



4.2. Importancia del cultivo de nopal

El vocablo “nopal” proviene del nahuatl “nopalli”’, su domesticacién comenzd hace
unos 8000 afios (Bravo y Sanchez-Mejorada, 1991). Es una planta con una amplia
gama de usos, dentro de éstos destaca el medicinal ya que contiene polifenoles,
vitaminas, acidos grasos poliinsaturados y aminoacidos que pueden llegar a tener
actividades  biologicamente  relevantes; antiinflamatorias, antioxidantes,
hipoglucémicas, antimicrobianas y neuroprotectoras (El-Mostafa et al. 2014). Por
sus diferentes aplicaciones su importancia econdmica ha ido a la alza, en los
ultimos afios las plantaciones se han intensificado en muchos paises de Africa,
América, Asia y Europa, en México en 2013 la produccion fue de 824,602.36
toneladas (Lee et al. 2005; Mondragon y Pérez, 2013; SAGARPA, SIAP 2014).
Siendo el estado de Morelos quien para el afio 2014 alcanzé la maxima
produccion con 328,750.45 Ton, seguido por el Distrito Federal con una

produccion de 295,940.60 Ton (SIAP, 2014).

4.3. Generalidades del nopal

El nopal tiene una alta adaptabilidad ecolégica y puede encontrarse en diversas
condiciones climaticas en la Republica Mexicana, incluso se desarrolla en
condiciones de humedad y temperaturas extremas debido a sus caracteristicas

morfologicas y fisiologicas (Stintzing y Carle, 2005).



Algunas especies estan presentes por introduccién en la Cuenca Mediterranea,
Oriente Medio, en el Sur de Africa, India, Tailandia y Australia. (Britton y Rose,

1919; Anderson, 2001).

4.4. Caracteres morfoldgicos y fisiologia

Como se observa en la Figura 1, el nopal esta formado por un tallo globoso, erecto
y/o rastrero, cilindrico y las ramas son aplanadas, conocidas comiunmente como
pencas (Esparza et al. 2003). La forma y grosor es variable, asi como su color, el
mismo que varia del verde claro hasta el gris o ceniza, segun la edad de la planta,
carece de hojas. El tallo posee una epidermis provista de una cuticula gruesa y
cerosa con aréolas espinosas. Tienen un parénquima abundante que posee
clorofila para capturar la energia solar y es esponjoso y grueso para almacenar
agua y nutrientes de reserva que le permitan soportar largos meses de sequia
(Wallace y Gibson, 2002; Saenz et al. 2004; Guzman y Chéavez, 2007). La
epidermis tiene tres funciones principales: 1) regular el movimiento del biéxido de
carbono hacia el interior y del oxigeno hacia el exterior del cladodio, 2) retener el
agua dentro del cladodio, 3) proteger al cladodio del ataque de hongos, bacterias,
insectos y plagas (Granados y Castafieda, 2003).

Las raices del nopal son pivotantes gruesas y sus dimensiones aumentan en
relacion proporcional al crecimiento de la parte aérea de la planta, llegan a medir

hasta 8 metros de largo, mediante éstas se absorbe los nutrientes y el agua del



suelo; las hojas se han transformado en espinas, con lo cual la planta pierde
menos humedad (Flores, 2002).

Las flores del nopal brotan a partir de las aréolas que se localizan en el borde
apical del cladodio y en los bordes de la parte superior de las pencas de cada

aréola puede brotar una flor. (Feugang et al. 2006).
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Figura 1. Anatomia de Opuntia. A: Habito, B: Cladodio, C: Aredla de cladodio, D:
Flor, E: Aredla de flor, F: Seccién longitudinal de flor, G: Fruto, H: Vista dorsal de la

semilla, I: Vista lateral de la semilla (Tomada de Flores et al. 2005).

Los nopales exhiben el metabolismo CAM, presentan cambios en el contenido de
acido malico durante el dia, con valores altos en la mafiana y mas bajos en la
tarde, debido a que este acido se acumula de noche en las vacuolas y en

presencia de luz difunde pasivamente de la vacuola al citoplasma, donde es



descarboxilado por la enzima malica dependiente de NADP+ y el CO,, asi ingresa
al ciclo de Calvin para la sintesis de carbohidratos (Corrales y Flores, 2003; Taiz y
Zeiger, 2006; Osorio et al. 2011). La absorcion del bidxido de carbono (CO,) se
lleva a cabo durante la noche, aprovechando que sus estomas se encuentran
abiertos, el CO, tomado se fija inicialmente por la PEP Carboxilasa en el citosol de
las células del clorénquima, el malato resultante es transportado a una vacuola
central grande. Las vacuolas son cavidades que ocupan, algunas veces, cuando
menos el 90% del volumen celular y generalmente contienen agua y pequefias
cantidades de solutos. (Ting, 1985; Nobel, 1988; Nobel, 1994).

La ventaja de este proceso es que el intercambio gaseoso se hace en horas del
dia en que la temperatura es mas baja y el aire tiene mayor humedad; se minimiza
la pérdida de agua y las obliga a desarrollar grandes masas de tejido no
fotosintético para la acumulacién diurna de moléculas con energia y nocturna de
acidos organicos, producto de la fijacion del biéxido y la acumulaciéon de agua en

células (Paredes et al. 2006).

4.5. Composicion quimica del nopal

Muchos compuestos fitoquimicos se estan estudiando con la finalidad de hacer
frente a problemas de salud. Estos compuestos de origen vegetal pueden trabajar
como sustratos para reacciones bioquimicas que proporcionan beneficios a la

salud. En algunos casos actian en la absorcién y la estabilidad de los nutrientes



esenciales, ejercen efectos benéficos sobre la flora intestinal en humanos
(factores de crecimiento, sustratos de fermentacion o inhibidores de bacterias
intestinales nocivas). Algunos de estos fitoquimicos comprenden terpenos,
fenoles, alcaloides y fibra. Investigaciones recientes apoyan el rol benéfico de
fitoquimicos contra el cancer, enfermedades coronarias, diabetes, presion arterial
alta, inflamacion, infecciones microbianas y Ulceras virales y parasitarias (Dillard y

German, 2000).

La composicion aproximada en diferentes pencas de cultivares nopal ha sido
evaluada por muchos autores y siempre es variable (Cuadro 2). Esto puede ser
debido a diferentes condiciones ambientales en el lugar de cultivo, asi como a las

diferencias estructurales entre cultivares (Angulo y Paredes, 2011)

Cuadro 2. Componentes quimicos del cladodio de nopal.

Componente Peso fresco (g/100)
Agua _ 88-95
Carbohidratos 64-71 3-7
Proteinas 4-10 0.5-1
Fibra 18 1-2
Lipidos 1-4 0.2
Potasio 50 mg 166 mg
Calcio 18-57 mg 93 mg
Sodio _ 2 mg
Hierro 50-66 ug/g 1.6 mg
Fuente: Feugan, et al. 2006
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4.6. Compuestos fendlicos y flavonoides en nopal

Los compuestos fendlicos o polifenoles, se definen como aquellos compuestos
organicos cuya estructura molecular contiene al menos un grupo fenol, el cual
consiste en un anillo aroméatico unido al menos a un grupo funcional hidroxilo (Del
Rio et al. 2013). Estos comprenden una amplia variedad de compuestos, dividida
en varias clases tales como acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinnamicos,
antocianinas, proantocianidinas, flavonoles, flavonas, flavonoles, flavanonas,
isoflavonas, estilbenos y lignanos, que se producen en un gran niamero de frutos

(Feugan et al. 2006).

Dentro del género Opuntia se han descrito diferentes compuestos fendlicos en
muestras de extracto de cladodio seco y molido fueron detectadas isorhamnetina
3-glucosido, isorhamnetina 3- galactésido, quercetina, 3-rhamnosida, miricetina,
vitexina y orientina, kaemferol y por primera vez se identific6 metil-3-quercetina.
(Burret et al. 1982; Gupta et al. 2002; Stintzing y Carle, 2005).

En otras investigaciones se encontraron nuevas estructuras en orden decreciente:
opuntioside, isoharmetina 3-rutinosida, opuntiol, manghaslina, &acido p-
hidroxibenzéico, acido vanillico, acido malico, acido 3,4-dihidroxibenzoico (Qiu et

al. 2002; Qiu et al. 2003).
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4.7. Micropropagacion de nopal

La propagacion vegetativa de nopal es ampliamente utilizada, se puede realizar a
través del enraizamiento de cladodios individuales o mudltiples, pequefias
porciones de cladodios maduros que contienen dos o mas aréolas o mediante el
uso de propagulos como semilla (Estrada et al. 2008). Todas estas metodologias
requieren grandes espacios para la propagacion y presentan una tasa de
propagacion baja; por lo tanto, la micropropagacion es una alternativa factible para
la multiplicacion rapida y el mantenimiento de germoplasma, ya que proporciona
altas tasas de propagacion, menor necesidad de espacio y una producciéon de
plantas sanas y libres de patégenos (Johnson y Emino, 1979; Smith et al. 1991).
Otra ventaja del cultivo in vitro es que proveen una fuente de células
fisiol6gicamente uniformes y facilmente manipulables en las que se puede estudiar
el control basico del ciclo, proliferacion, crecimiento celular y respuestas
fisiologicas y metabdlicas ante estimulos bidticos y abioticos (Lee et al. 2005).
Esta técnica ademas se usa para la produccion a gran escala de metabolitos
secundarios, la mayoria de los resultados obtenidos muestran poco éxito debido al
bajo rendimiento de los productos deseados, ocasionado por el poco conocimiento

de las rutas bioisintéticas (Zhong, 2001).

En general las especies de nopal pueden ser propagadas sexual y asexualmente
(Boujghagh y Chajia, 2001). La propagacion sexual presenta tres problemas

principales: la segregacion genética, una etapa juvenil larga y el lento crecimiento
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de las plantulas en comparacion con el material propagado asexualmente

(Mohamed, 1995).

El primer estudio sobre micropropagacion de Opuntia fue informado por Sachar y
Lyer (1959), desde entonces se han descrito diferentes estrategias exitosas para
diferentes especies, incluyendo: O. dillenii Haw, O. polyacantha, O. basilaris, O.
amyclaea Tenore, O. echios var. gigantea, O. ficus-indica L. Mill. (Ghaffari et al.
2013); sin embargo, un protocolo completo no esta disponible todavia, porque la
mayoria de las respuestas de las plantas en cultivo de tejidos son altamente
dependientes del genotipo y algunas modificaciones y ajustes importantes pueden
ser realizados cuando una nueva especie o cultivar se considera para el cultivo de
tejidos. Especialmente se pueden optimizar las condiciones ambientales, medios
de cultivo, reguladores de crecimiento (tipo, concentracion y combinacion), etc.,

durante la etapa de proliferacién de brotes (Hartmann et al. 1997).

Durante las Ultimas dos décadas se han descrito diferentes sistemas de
propagacion in vitro para el género Opuntia que incluyen: el desarrollo de yemas
axilares en O. amylaceae (Escobar et al. 1986), propagacion a partir de aréolas en
O. ellisiana Griff (Juarez y Passera, 2002), micropropagacion de una variedad
ornamental O. lanigera Salm-Dyck (Estrada et al. 2008). Se ha establecido para O.
ficus-indica (L.) Mill) la técnica para la regeneracion de meristemos apicales y la
formacion de callo a partir de cotiledones e hipocotilos, ademas se han
transformado genéticamente tres variedades comerciales que se han
micropropagado mediante regiones apicales (Llamoca et al. 1999; Garcia et al.

2005).

13



En un sistema de propagacion el nimero de brotes es la variable mas importante
a medir (Clayton et al. 1990). Opuntia spp. suele tener respuestas morfogenéticas
distintas en presencia de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo, estas
respuestas incluyen: la produccién de callos, formacion de aréolas aisladas
acompafnadas de diferentes estructuras como: hojas, gloquidas y el desarrollo de

nuevos brotes axilares y adventicios (Malda et al. 1999).

Diferentes autores demuestran el efecto positivo que tienen los reguladores de

crecimiento en la propagacion in vitro de Opuntia.

Escobar et al. (1986) reportaron el efecto de BA en O. amylacea en una
concentracion de 1 mg/L, por otro lado Llamoca-Zarate et al. (1999) propusieron .5
mg/L de BA, mientras que Mohamed-Yassen et al. (1995) reportaron 2 mg/L como

Optimo para la micropropagacion de Opuntia ficus-indica.

Ghaffari et al. (2013), observaron en su investigacion que las tasas mas altas (3.9)
de multiplicacién de Opuntia ficus-indica es dada en medios que contienen BAP (5
mg/L) y el AIA (0. 5 mg/L). El Finti (2012), estudi6 los efectos de la BA (Bencil
adenina), ANA y quinetina, en donde obtuvo 15.25 brotes por explante con BA (1'y
5 mg/L) o en combinacion con ANA (0.5 mg/L). Gomes et al. (2006), indujeron
embriogénesis somatica en O. ficus-indica adicionando al medio nutritivo
diferentes concentraciones de Picloram, la concentracion de 4 mg/L indujo 1.33

apices de brotes por explante.
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4.8. Composicion del medio nutritivo

La composicidon del medio es uno de los aspectos mas importantes de la
micropropagacion de la planta. EI medio de Murashige and Skoog (1962) es el
mas usado para disparar el crecimiento de yemas axilares. Se ha observado en un
gran namero de cactaceas que el desarrollo de brotes se obtiene directamente al
adicionar al medio de cultivo combinaciones de diferentes nutrientes (George,

1993; Wakhlu y Bhau, 2000).

Clayton et al. (1990), mencionan que la principal diferencia entre el medio MS vy
PCL2 es el contenido de sales y de los siguientes elementos: nitrégeno, potasio,
magnesio y calcio principalmente, dichos iones pueden tener un papel

fundamental en la nutricion de cactaceas (Anexo).

4.9. Reguladores de crecimiento

Los biorreguladores en general actian modificando el crecimiento y desarrollo de
las plantas a través de su accion sobre vias y procesos fisiolégicos y bioquimicos

especificos (Jankiewicz, 2003).

En algunos casos se obtienen en los cultivos in vitro las respuestas deseadas
mediante el empleo del medio basal sin reguladores de crecimiento, sin embargo,

en la mayoria de los casos se hace necesario agregar al medio nutritivo
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sustancias reguladoras de crecimiento, generalmente del tipo de las auxinas o

citocininas.

En algunos casos, la presencia y accion conjunta de dos fitohormonas (por
ejemplo auxinas y citocininas) puede inducir y fijar un tipo determinado de
expresion morfogénica de acuerdo a los niveles relativos entre si, o de cada una
de ellas en un tejido, asi por ejemplo, auxinas de acuerdo a su nivel relativo
pueden conducir a la formacién de raices y las citocininas a la formacién de brotes
(Jordan y Casartto, 2006). Las auxinas que mas se utilizan en el establecimiento
de los cultivos son 2,4-D, ANA, AIAY AIB; las citocininas que mas se emplean son

KIN, BAP y ZEA (Mroginski y Roca, 1991).

491. Prohexadiona de calcio

La Prohexadiona de calcio es un inhibidor del crecimiento de las giberelinas, su
accion principal parece ser la 3 hidroxilacibn, como consecuencia de ello, su
aplicacién reduce los niveles de GALl (altamente activo) y provoca la acumulacién
de su precursor inmediato, GA20, ademas también evita el catabolismo de GALl a
GAB8 inactivo mediante el bloqueo de la 2B3-hidroxilacion. (Brown et al. 1997). P-Ca
inhibe el crecimiento vegetativo excesivo y puede causar un retraso de la
senescencia como resultado de la reduccion de la produccion de etileno

(Rademacher et al. 1992). Se ha reportado que P-Ca tiende a aumentar los
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niveles de citocininas en tejidos como meristemos apicales y semillas inmaduras

(Evans et al. 1999).

La Prohexadiona de calcio ademas aumenta los niveles de flavonoides,
favoreciendo la resistencia a patégenos, en Pyrus communis, Rose X hybrida
(Costa et al. 2001; Schlangen et al. 2003), mientras que en Physalis ixocarpa
aumenta la actividad enzimatica de la catalasa, la cual se relaciona con una mayor
tolerancia al estrés oxidativo causado por factores ambientales (Ramirez et al.
2010). llias et al. (2007) mencionan que P-Ca fue eficaz en la reduccion de la

elongacion del tallo de dos cultivares de okra.

Algunos autores han observado que el niumero de flores no es afectado por la
aplicacion de P-Ca en cultivos como el arroz y frambuesa. Esto es debido al hecho
de que las giberelinas estan asociados con la elongacion celular y no a la divisién

celular (Kim et al. 2007; Palonen et al. 2009).

El conocimiento sobre la influencia de P-Ca en la fisiologia vegetal de varios
cultivos horticolas, permite considerar a este retardante de crecimiento como un
biorregulador que puede contribuir a controlar el crecimiento vegetativo—

reproductivo de varias especies horticolas (Ramirez et al. 2005).

Otra ventaja de este regulador de crecimiento es que lleva bajo potencial de
bioacumulacién en el medio ambiente y tiene un efecto toxicoldgico insignificante
sobre los mamiferos, por lo tanto, se ha sugerido como una alternativa sobre el

daminozide (acido aminosuccinico) por ser un producto quimico fitotoxico.
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P-Ca ha sido poco aplicado en cultivo de tejidos, entre los articulos que
mencionan el uso de este retardante de crecimiento se encuentra el descrito por
Garcia et al. (2011) quienes evaluaron la disminucion de hiperhidricidad en
Turbinicarpus valdezianus; por otro lado Ziauka y Kuusiené, (2010) evaluaron el
crecimiento de Populos tremula en tubos de ensaye y cajas petri con diferentes
dosis de P-Ca. Sansberro et al. (2001) confirmaron que P-Ca inhibe la biosintesis
de giberelinas, lo que se refleja en la disminucion del crecimiento longitudinal de

los brotes en llex paraguariensis.
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V. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales que pertenece al Departamento de Fitomejoramiento de la

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
Material vegetativo

Cladodios juveniles (7-10 cm) de tres variedades de Nopal (Copena VI, Milpa Alta

y Villanueva) (Figura 2).

COPENA MILPA ALTA VILLANUEVA

Figura 2. Cladodios de las tres variedades de nopal

5.1. Fase 1-. Establecimiento del cultivo aséptico

Se utilizaron cladodios juveniles (7-10 cm de longitud) de cada variedad para
establecer el cultivo aséptico. Los cladodios se desinfectaron con un lavado de
jabén liguido comercial sobre la superficie del cladodio y enjuague con agua

corriente, posteriormente afuera del cuarto de siembra se mantuvieron en un
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recipiente con hipoclorito de sodio al 5% durante una hora, seguido a esto en la
campana de flujo laminar se enjuagaron con agua destilada estéril por tres
ocasiones, se continué con inmersion en alcohol al 70% por 1 minuto, se volvio a
enjuagar en agua destilada estéril por 1 minuto y nuevamente se colocaron en
hipoclorito de sodio al 15% por 15 min, se enjuagaron por tres veces en agua
destilada estéril, se cortaron piezas de 1 cm? conteniendo una aréola y se
sembraron cuatro explantes en frascos que contenian 20 ml de medio nutritivo
MS a mitad de su concentracion. EI medio se suplementé con 100 mg de myo-
inositol, 0.001 mg / L de acido nicotinico, 0.001 mg /L'de piridoxina-HCI, 0.001 mg
/L de tiamina-HCI, 0.002 mg /L de glicina mas, 30 g /L de sacarosay 4 g /L de
phytagel a un pH de 5.7. El medio se esteriliz6 a 121°C por 20 minutos. Los
frascos se transfirieron al cuarto de incubacion a una temperatura de 25 * 1 °C,

con 16 horas luz y 8 de oscuridad a 2500 lux.

5.2. Fase 2.- Formacioén de brotes

A manera de pre-tratamientos los explantes fueron trasvasados a las cuatro
semanas a medio MS suplementado con 100 mg de myo-inositol, 0.001 mg /L de
acido nicotinico, 0.001 mg /L de piridoxina-HCI, 0.001 mg /L de tiamina-HCI, 0.002
mg /L de glicina, 30 g /L de sacarosay 4 g /L de phytagel a un pH de 5.7. El medio

se esterilizé a 121°C por 20 minutos. Se adicionaron diferentes reguladores de
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crecimiento y concentraciones de los mismos para la formacion de brotes, los que

constituyeron los tratamientos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos establecidos para la fase de formacion de brotes.

Tratamiento Medio Fosfato Adenina Acido indol BAP Kinetina
basal dibasico acético
de sodio
1 MS 85 mg/L 80 mg/L 0.5 mg/L 3 mg/L -
2 MS 85 mg/L 80 mg/L 0.5 mg/L - 3 mg/L

El cultivo se mantuvo en el cuarto de incubacién con temperatura de 25 + 1°C y
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad a 2500 lux. El medio se renové cada

cuatro semanas por cuatro ocasiones.

5.3. Fase 3.- Micropropagacion de brotes

Los brotes obtenidos en la fase 2 se utilizaron como fuente de explantes
secundarios, se realizaron cortes transversales en segmentos de 0.5 cm de largo,
esto dentro de la campana de flujo laminar. Los explantes se cultivaron en medio
MS y PCL2 (Phillips and Collins, 1979) con diferentes reguladores de crecimiento
y concentraciones de los mismos para la micropropagacion de brotes, los que

constituyeron los tratamientos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Tratamientos para la etapa de micropropagacion.

Tratamiento Variedad

© 00 N o o B~ W DN P

NN RN RN NNNNDNDNDERRR R B B B R R
© 0O N o OO~ W NP O © 0 N o 0 M W N P O

Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Copena
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta

Medio

MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
PCL2
PCL2

Reguladores
BAP mg/L
0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5
1

0
0.5

P-Ca mg/L
0

0

0

0.5

0.5

0.5

o O O -
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Milpa Alta
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva
Villanueva

Villanueva

PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2
PCL2

0.5
0.5
0.5

o O O L

Se establecieron cuatro explantes de 0.5 cm de longitud en cada frasco con cinco

repeticiones. Los datos se registraron a las 12 semanas de desarrollo.
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5.4. Disefo experimental

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 3x2x9. El Factor A correspondié a variedades de nopal: Copena, Milpa
Alta y Villanueva; el Factor B a medios nutritivos: Murashige and Skoog (1) y PCL2
(2) y el Factor C a reguladores de crecimiento: BAP y Prohexadiona de calcio (P-
Ca) a concentraciones de 0.0, 0.5 y 1 mg/L. Los datos se analizaron con el

software Infostat version 2008.
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VI. RESULTADOS

Fase 1-. Establecimiento del cultivo aséptico

La evaluacion del material se llevd a cabo a las dos semanas de siembra. Los
explantes que no presentaron contaminacion se mantuvieron por dos semanas

mas en el mismo medio y se llevaron a la siguiente etapa (Figura 3).

Figura 3. Establecimiento aséptico de nopal en medio MS a mitad de

concentracion.

Fase 2.- Formacioén de brotes

Una vez realizado el proceso de asepsia de los cladodios juveniles, el tiempo de
cultivo requerido para inducir la formacion de brotes en las tres variedades con los
distintos pre-tratamientos fue variable. Las primeras respuestas se obtuvieron en
la variedad Villanueva a partir de las tres semanas del establecimiento. Los

resultados para esta etapa se tomaron de manera cualitativa, lo cual muestra la
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comparacion entre Kinetina y BAP, en éste Ultimo se observo una mejor respuesta
de los explantes ya que indujo la aparicion de brotes, pero al mismo tiempo se
observo otra respuesta morfogenética, la formacion de raices (Figura 4). A las
ocho semanas de cultivo se observaron 3 brotes por explante y a las doce
semanas cada explante mostraba al menos 6 brotes (Figura 5). La respuesta de
la variedad Villanueva se puede atribuir a las caracteristicas fisiologicas del

explante.

Figura 4. Efecto de BAP en: a) produccion de raices en explantes, b) produccién

de un brote por aréola.

E : Lt

d I S |

Figura 5. Respuesta morfogenética del explante: a) a las 8 semanas de cultivo (3

brotes por explante), b) a las 12 semanas de cultivo (6 brotes por explante).
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Fase 3.- Micropropagacion de brotes

El andlisis de varianza indica diferencias altamente significativas (P < 0.0001) en

los factores evaluados; a) variedades, b) medios de cultivo y c) reguladores de

crecimiento, asi como también en las interaccion entre éstos; Variedades*Medios,

Variedades*Reguladores, Medios*reguladores y Variedades*Medios*Reguladores

(Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de Varianza para numero de brotes generados en tres

variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva) desarrollandose en 2

medios nutritivos (MS y PCL2) con diferentes concentraciones y combinaciones de

reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L).

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 3695.06 53 69.72 144.37 <0.0001
Variedad 67.31 2 33.65 69.69 <0.0001
Medio 58.09 1 58.09 120.29 <0.0001
Reguladores 3148.62 8 393.58 814.98 <0.0001
Variedad*Medio 28.68 2 14.34 29.69 <0.0001
Variedad*Reguladores 80.21 16 5.01 10.38 <0.0001
Medio*Reguladores 248.51 8 31.06 64.32 <0.0001
Variedad*Medio*Reguladores  63.65 16 3.98 8.24 <0.0001
Error 104.31 216 0.48

Total 3799.37 269

Coeficiente de variacion 18.48%
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La prueba de medias de Tukey p<0.001 para niamero de brotes indicdé que las
variedades de nopal Villanueva y Copena fueron mejores, pero estadisticamente
iguales ya que generaron 4.15 y 4.07 brotes por explante respectivamente,
mientras que Milpa Alta solo formo 3.06. (Cuadro 6).

Cuadro 6. Prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes obtenidos

en tres variedades de nopal Copena, Milpa Alta y Villanueva.

Variedad Medias
Villanueva 415 A
Copena 4.07 A
Milpa Alta 3.06 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)

La prueba de medias de Tukey p<0.001 para evaluar el medio nutritivo, muestra
que PCL2 fue mejor respecto a MS con 4.22 brotes y 3.30 respectivamente.
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Prueba de medias de Tukey p<0.01 para nimero de brotes obtenidos

en dos medios nutritivos MS y PCL2.

Medio Medias
PCL2 4.22 A
MS 3.30B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)
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Respecto a la comparacion entre medias de reguladores, la prueba Tukey p<0.001
muestra que la concentracion y combinacion de reguladores de crecimiento de 1
mg/L de BAP + 0.5 mg/L de P-Ca estadisticamente fue mejor que el resto con una
media de 10.3 brotes por explante, seguidas por las de 1 mg/L de BAP + 1 mg/L
de P-Ca con 7.24 brotes y 0.5 mg/L de BAP + 0.5 mg/L de P-Ca con 6.88 brotes.
Se puede observar un claro efecto sinérgico, ya que los mejores resultados se
obtuvieron con la combinacion de ambos reguladores (Cuadro 8).

Cuadro 8. Prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes obtenidos

con diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento
BAP y P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L).

Reguladores Medias
BAP P-Ca

1.0 0.5 10.03
1.0 1.0 7.24
0.5 0.5 6.88
0.5 1.0 431
1.0 0.0 3.21

0.0 0.5 0.23
0.01 1.0 0.13
0.0 0.0 0.09

MTTMTMOOTmE>

6
9
5
8
3
2 05 0.0 1.72
4
-
1
M

edias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)
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La prueba de Tukey p<0.01 muestra para la interaccion entre variedades y medios
que la variedad Copena y la variedad Villanueva en el medio PCL2
estadisticamente fueron mejores al obtener 4.91 y 4.66 brotes respectivamente,
mientras que la variedad Milpa Alta presentd los valores mas bajos en la
produccion de brotes (Cuadro 9).

Cuadro 9. Prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes en la

interaccion entre variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva) y medios
nutritivos (MS y PCL2).

Variedad Medio Medias

Copena PCL2 491 A
Villanueva PCL2 4.66 A
Villanueva  MS 3.64 B
Copena MS 3.23 BC
Milpa Alta PCL2 3.10 C
Milpa Alta MS 3.01 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)

Se presentan enseguida los gréaficos de las pruebas de medias para nimero de
brotes de las tres variedades de nopal; variedad Copena (Figura 6), variedad
Villarreal (Figura 7), y variedad Milpa Alta (Figura 8) en los medios de cultivo MS y

PCL2.
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Figura 6. Medias para numero de brotes en los medios de cultivo MS=1 y

PCL2=2 en la variedad Copena.
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Figura 7. Medias para numero de brotes en los medios de cultivo MS=1y PCL2

en la variedad Villanueva.
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Figura 8. Medias para numero de brotes en los medios de cultivo MS=1y PCL2

en la variedad Milpa Alta.

La prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes en la interaccion
entre variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva) y diferentes
concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0,
0.5 y 1 mg/L) muestra que estadisticamente la variedad Villanueva en presencia
de 1 mg/L de BAP + 0.5 mg/L de P-Ca fue el mejor tratamiento al obtener 11.23

brotes (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Prueba de medias de Tukey p<0.01 para nuamero de brotes en la
interaccion entre variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva) y
diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y
P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L).

Variedad Reguladores Medias

BAP mg/L  P-Ca mg/L
3  Villanueva 6 1.0 0.5 11.23 A
1 Copena 6 9.7 B
2  MilpaAlta 6 9.10 BC
3 9 1.0 1.0 8.00 CD
3 5 0.5 0.5 8.00 CD
1 9 7.70 D
1 5 7.30 DE
2 9 6.03 EF
1 8 0.5 1.0 578 FG
2 5 535 FG
3 8 463 GH
3 3 1.0 0 3.50 HI
1 3 3.33 |
2 3 280 1J
2 8 253 IJK
1 2 0.5 0 228 I1JK
2 2 1.60 JKL
3 2 1.28 KLM
3 4 0 0.5 045 LM
3 7 0 1.0 025 M
1 4 022 M
1 1 0 0 0.17 M
1 7 012 M
3 1 005 M
2 1 005 M
2 4 002 M
2 7 002 M

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.01)
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Prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes en la interaccion entre

medios nutritivos (MS y PCL2) y diferentes concentraciones y combinaciones de

reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5 y 1 mg/L) muestra la diferencia

significativa del medio PCL2 en combinaciéon con 1 mg/L de BAP + 0.5 mg/L de P-

Ca, al obtener una media de 11.83 brotes por explante (Cuadro 11).

Cuadro 11. Prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes en la

interaccion entre medios nutritivos (MS y PCL2) y diferentes concentraciones y

combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L).

Medio Reguladores Medias

BAP mg/L  P-Ca mg/L
2 PCL2 6 1 0.5 11.83 A
1 MS 6 822 B
1 9 1 1 7.88 BC
2 5 05 0.5 703 CD
2 8 0.5 1.0 6.85 D
1 5 6.73 D
2 9 6.60 D
2 3 10 0 340 E
1 3 3.02 E
1 2 05 0 1.78 F
1 8 177 F
2 2 165 F
2 4 0 0.5 033 G
2 7 0 1 017 G
2 1 O 0 015 G
1 4 013 G
1 7 010 G
1 1 003 G
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)
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La prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes en la interaccion
entre variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva), medios nutritivos (MS
y PCL2) y diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de
crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5 y 1 mg/L) indic6 que estadisticamente la
variedad Villanueva con 13.6 y Copena con 12 brotes, son mejores que Milpa
Alta en donde se obtuvieron 9.9 brotes por explante, el medio PCL2 fue mejor que
el MSy la mejor combinacion de reguladores fue la de 1 mg/L de BAP + 0.5 mg/L
de P-Ca. Particularmente la mejor interaccion se dio entre la variedad Villanueva
en el medio PCL2 y con la combinacién de reguladores de 1 mg/L de BAP + 0.5

mg/L de P-Ca (Cuadro 12).

Cuadro 12. Prueba de medias de Tukey p<0.01 para numero de brotes en la
interaccion entre variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva), medios
nutritivos (MS y PCL2) y diferentes concentraciones y combinaciones de
reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L).

Variedad Medio Reguladores Medias

BAP mg/L P-Ca mg/L
3 Villanueva 2 PCL2 6 1.0 0.5 13.60 A
1 Copena 2 6 12.00 A
2 MilpaAlta 2 6 990 B
1 2 8 05 1.0 9.80 BC
3 1 MS 6 8.85 BCD
3 2 5 05 0.5 8.70 BCDE
3 1 9 1.0 1.0 8.40 BCDE
2 1 6 8.30 BCDE
1 2 5 7.85 CDEF
1 2 9 7.70 DEF
1 1 9 7.70 DEF
3 2 9 7.60 DEF
2 1 9 755 DEF
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7.50 DEF

7.30 DEF
7.10 DEF
6.75 EF
6.15 FG
455 GH
450 GH
3.65 HI
1.0 0 3.65 HI
3.65 HI
3.35 HI
3.20 HI
3.00 HI
0.5 0 2.50 IJKL
240 1JKL
215 IJKLM
2.05 IJKLMN

2.00 [IJKLMNO
1.90 [JKLMNOP
1.75 IJKLMNOP
1.40 JKLMNOP
1.30 KLMNOP

RPRNNNRPRNRPNRPRPRNNNNNNRRRPNRRPRRNRNNRERPNNNNRRNRR
NARPRNDAMRPRRPRPNNDRANRADANNRNANOONNNOOWNWOWOWWWOWW®OU U Ul oo

0.70 LMNOP
0.55 LMNOP
0 0 0.30 MNOP
0 1.0 0.30 MNOP
0 0.5 0.25 MNOP
0.20 MNOP
0.20 MNOP
0.20 MNOP
0.15 NOP
0.10 NOP
0.10 NOP
0.05 OP
0.05 OP
0.05 OFP
0.05 OFP
0.05 OP
000 P
000 P
1 000 P

edias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)



Los siguientes graficos corresponden a las medias para numero de brotes de las
tres variedades de nopal; variedad Villanueva (Figura 9), variedad Copena
(Figura 10), y variedad Milpa Alta (Figura 11) en las diferentes concentraciones y
combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L) en

medio PCL2.

16.64 5

13.60
12.48-

8.321

No. de brotes

4,161

0.001
1 2 3 4 5 & 7 & 9

Reguladores

Figura 9. Medias para numero de brotes de la variedad Villanueva en las
diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y

P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L) en medio PCL2.
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Figura 10. Medias para numero de brotes de la variedad Copena en las diferentes
concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0,
0.5y 1 mg/L) en medio PCL2.
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Figura 11. Medias para nuamero de brotes de la variedad Milpa Alta en las
diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y

P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L) en medio PCL2.
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La Figura 12 muestra las diferencias morfogenéticas generadas en la variedad
Villanueva cultivada en medio PCL2 con las nueve concentraciones de
reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5 y 1 mg/L). Resalta el T6 como

mejor tratamiento.

T1 T2 T3

L

v

T4 T5

6
9
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+ ¥ ¥
¢ 3 W

Figura 12. Respuesta morfogenética de la variedad Villanueva en medio PCL2 en

las nueve diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca

(0.0,0.5y 1 mg/L).
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Los siguientes graficos corresponden a las medias para numero de brotes de las
tres variedades de nopal; variedad Villanueva (Figura 13), variedad Copena
(Figura 14), y variedad Milpa Alta (Figura 15) en las diferentes concentraciones y
combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L) en

medio MS.

9.759
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No. de brotes

244+

0.00+

Reguladores

Figura 13. Medias para numero de brotes de la Variedad Villanueva en las
diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y

P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L) en medio MS.
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Figura 14. Medias para numero de brotes de la Variedad Copena en las diferentes
concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y P-Ca (0.0,

0.5y 1 mg/L) en medio MS.
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Figura 15. Medias para namero de brotes de la Variedad Milpa Alta en las
diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento BAP y

P-Ca (0.0, 0.5y 1 mg/L) en medio MS.
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VII. Discusion

Produccion de brotes

Para la etapa de produccion de brotes se encontr6 que la combinacién de
citocininas, auxina y aminoacidos generé una respuesta morfogenética. Estos
resultados pueden ser explicados por la edad fisiol6gica de los explantes (juvenil),
donde la presencia de citocininas endogenas favorece la organogénesis. Al
respecto, Alleweldt y Radler, (1962), mencionan que el potencial organogénico de
un explante es inversamente proporcional a su edad fisiolégica y caracteristicas
morfogenéticas, ademas, el tipo, concentracibn y combinacién de citocinina y
auxina afecta la induccion y proliferacion de brotes. Un alto nivel de citocinina
contra un bajo nivel de auxina provoca la formacién de brotes en tejidos (Skoog y

Miller 1965).

Por otro lado, diferentes esfuerzos confirman la importancia de romper el letargo
de las yemas axilares en especies de cactus incluyendo el género Opuntia, a
través de uso de citoquininas solas o en combinacion con otros reguladores de
crecimiento (Escobar et al. 1986; Juarez y Passera, 2002; Yadav et al. 2001;

Angulo y Paredes, 2011)

La induccion de brotes se atribuye a los multiples mecanismos de accién de los
reguladores de crecimiento empleados. Por su parte las citoquininas se unen a
receptores tipo histidina quinasas que activan a las histidina fosfotransferasas.

Estas enzimas transmiten la sefal de los receptores a los reguladores nucleares
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de respuesta, que pueden activar o reprimir la transcripcion de genes que median
las acciones fisiolégicas de las citoquininas (Muller y Sheen, 2007). Para que las
auxinas induzcan el efecto fisiolégico estas deben ser transportadas desde el
medio de cultivo hasta las células blanco como mencionan Taiz y Zieger, (1998).
De alli, deben unirse a receptores externos e internos, los que a la vez inducen la
expresion de genes que codifican factores proteicos que aumentan la plasticidad y
ablandan la pared celular. Esto tiene como efecto la dilatacion de la célula, debido
a la presion del agua dentro de su vacuola (presion de turgencia), de este modo
continla agrandandose hasta que la pared opone resistencia. (Bieto y Talon,

2008).

Otro factor importante son los iones de nitrégeno aportados por los aminoacidos
ya gque un incremento del N (NOs o NH4) provoca un aumento del nivel de
citocininas, lo que a su vez conlleva a una regulacion positiva de genes que
involucrados en respuesta a esta hormona (Urao et al. 1998; Jordan y Casaretto

2006).

Micropropagacion de brotes

Con los datos obtenidos se demuestra que la composicion del medio nutritivo es
uno de los aspectos mas importantes en la micropropagacion de nopal.
Generalmente el medio basal mas utilizado es MS, como se ha mencionado antes,
en este estudio el medio en donde hubo una mejor proliferacion de brotes fue en
PCL2. Clayton et al. (1990) realizaron un estudio en diferentes cactaceas en la

cuales prob¢ diferentes medios nutritivo, entre ellos MS y PCL2, en su estudio
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demuestra que en cactaceas, por lo general, la mejor manera de estimular el
desarrollo de yemas axilares es el uso de los medios nutritivos con un alto (o
moderada) concentracion de sales. También informa que el medio basal PCL2 fue
mas efectivo respecto a MS, la diferencia que existe entre estos medios es que
PCL2 contiene concentraciones mas altas de sales (Co, Cu, Mo, |, PO,) y tiene
una mayor concentracion de iones de magnesio y de calcio, lo cual es importante

en la nutricién de cactaceas.

El Ca esta involucrado en el proceso de sefalizacion para la resistencia a factores
bidticos y abidticos (Trewayas y Malbo, 1999), mientras el Mg forma parte esencial

en la clorofila y por lo tanto en la fotosintesis.

Se han publicado diferentes protocolos para la micropropagacion de nopal via
organogénesis directa. Garcia et al. (2005) estudiaron la capacidad de tres
variedades de Opuntia ficus indica para formar nuevas yemas axilares, las cuales
fueron influenciadas por la concentracion de BA; en su investigacion las
concentraciones mas bajas dieron las mejores respuestas para la proliferacion y
elongacién de los brotes, mientras Ghaffari et al. (2013), mencionan que las tasas
mas altas de multiplicacion de Opuntia ficus-indica son dadas en medios que

contienen BAP (5 mg/L) y AIA (0. 5 mg/L).

El nimero de brotes obtenidos en la variedad Villanueva, coinciden con El Finti,
(2012) quién obtuvo 13.5 brotes por explante con una combinacion de 2.0 mg/L
de BAy 0.5 mg/L de ANA. Ghaffari et al. (2013) con una concentracién de 0.5 mg/L

obtienen un maximo de 3.9 brotes por explante en O. ficus-indica. Los resultados
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obtenidos difieren con Zufiga (2012) quien reporta 24.5 brotes por explante con
una concentracion de 0.4 mg/L de BA y un maximo de 53.75 brotes por explante
con una concentracion de 2.2 mg/L de BA. Por otro lado, Garcia et al. (2005),
evaluaron 3 variedades de Opuntia, entre ellas var. Milpa Alta y var. Villanueva con
una concentracion de 0.1 mg/L de BA vy obtuvieron 4.2 y 13.8 brotes por explante
respectivamente, con lo cual se confirma que esta ultima variedad presenta una

mayor capacidad de respuesta.

En relacion a la formacion de brotes, se observd el efecto sinérgico de la
presencia de citocinina (BAP), el inhibidor de las giberelinas (P-Ca) y el
rompimiento de la dominancia apical por eliminacién de la parte apical del

explante.

Por un lado, las citocininas desempefan un papel importante en muchos de los
procesos fisiolégicos de las plantas, como la divisiébn celular, el desarrollo de
cloroplastos, senescencia de hojas y control sobre el crecimiento de brotes. Su
sintesis acontece principalmente en las raices pero también ocurre en meristemos

apicales (Heyl y Schmiilling, 2003; Jordan y Casaretto, 2006).

Los efectos de la aplicacion de P-Ca dio como resultado un incremento en la
produccion de brote por aréola, esto fue dado probablemente por la accién que
ésta causa en la fisiologia de los explantes dado que este retardante de
crecimiento aumenta la produccion de citocininas en meristemos apicales y en
altas concentraciones aumenta la division celular y con ello la formacion de brotes

(Smith y Atkins, 2002; Ramirez et al. 2005; Ramirez et al. 2008).
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La aplicacion de Prohexadiona de calcio ha demostrado promover la formacién de
brotes en diferentes cultivares (Hisamatsu et al. 1998; Sansberro et al. 2001;

Ramirez et al. 2005; Garcia et al. 2011).

El efecto de P-Ca es la 3B hidroxilacion, y como consecuencia de ello, el reducir
los niveles de AG1 (altamente activo), causa una acumulacién inmediata del

precursor AG20 la cual es inactiva (Rademacher, 1992). Figura 16.
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Figura 16. Via de biosintesis de las principales giberelinas a partir de GGPP en

tres etapas y diferentes sitios celulares. (Jordan y Caseratto, 2003).
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Al aplicar un retardarte de crecimiento al medio de cultivo, en este caso, P- Ca se
impidié el desarrollo del ciclo de sintesis de giberelinas en varios estadios
causando reduccion en el crecimiento principalmente por inhibicion de la division
celular a nivel de la region meristematica. Como resultado, las plantas son mas

cortas y mas gruesas (Rademacher, 2000).

En un estudio in vitro realizado por Ziauka y Kuusiené, (2010) en Populus tremula
L. confirman que el uso de P-Ca reduce la elongacién de brotes en los
tratamientos realizados en tubos de ensaye con explantes que contenian yemas
apicales, por el contrario, P-Ca es un fuerte promotor en la elongacion de brotes

en explantes que no contenian yemas apicales.

Otro aspecto observado es que los brotes provenientes de los tratamientos con P-
Ca mostraron un menor tamafo y grosor pero cuando fueron cultivados en un
medio libre de reguladores tuvieron un crecimiento equiparable en comparacion
con los brotes que provenian de los tratamientos con BAP sin combinaciones. Otra
caracteristica del cultivo en medio sin reguladores es que se producen raices sin

necesidad de aplicar auxinas.

Un punto méas del uso de P-Ca en la propagacion es que no se presenta el
proceso de vitrificacion, lo cual es un proceso comunmente desarrollado en
cactaceas, tampoco se observa callogénesis, lo cual resulta en la obtencion de

explantes de mejor calidad.

Por ultimo, otro factor influyente fue el rompimiento de la dominancia apical, al

eliminarse la parte apical y realizar el corte transversal del explante.
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La dominancia apical es el fendmeno fisiolégico mediante el cual el apice principal
de crecimiento inhibe o suprime el desarrollo de los meristemos (George, 1993),

por lo tanto, las aréolas también tienen ese control fisiologico.

Al respecto, Mohamed-Yassen (2002) confirma la importancia de eliminar la parte
apical en cactaceas al realizar un estudio en Hylocereus undatus, donde eliminé

las partes apicales y obtuvo 8.7 brotes por explante.
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VIIl.  CONCLUSIONES

Las variedades con mejor respuesta fueron Villanueva con 13.6 brotes
generados y Copena con 12 brotes por explante en el medio PCL2 y en
presencia de diferentes concentraciones y combinaciones de los

reguladores BAP y P-Ca.

El medio PCL2 fue mas efectivo que el medio MS en la produccion de

brotes de las tres variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y Villanueva).

Los tratamientos con la combinacion de ambos reguladores BAP y P-Ca
generaron mayor numero de brotes. 1 mg/L de BAP + 0.5 mg/L de P-Ca fue
el mejor tratamiento, con una media de 10.3 brotes por explante, seguido
por el de 1 mg/L de BAP + 1 mg/L de P-Ca con 7.24 brotes y 0.5 mg/L de

BAP + 0.5 mg/L de P-Ca con 6.88 brotes.

La presencia de P-Ca evito la vitrificacion e increment6 en la produccién y
calidad de brotes de las tres variedades de nopal (Copena, Milpa Alta y

Villanueva).
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X.

ANEXOS

MEDIO PCL2

Componentes quimicos para el medio PCL2

MACRONUTRIENTES

SOLUCION MADRE 10L (G)

NHsNO3 10
KNO3 21
CaCl,. H20 6.0
KH.PO, 3.25
MgSO, . 7 H,0O 4.35
NaH,PO,4 0.7391
MICRONUTRIENTES

MnSO,4 H,O 0.15
ZnS0,4 7 H,O 0.05
HsBO3 0.05
Kl 0.01
NaMo00O,4.2H,0 0.004
CoCl, 0.001
CuS0,4.5 H,O 0.001
SOLUCION DE FIERRO

Na. EDTA 0.3731
FeSO,7 H,O 0.25
VITAMINAS

Myo-inositol 0.250
Acido nicotinico 0.01
Piridoxina 0.01
Tiamina 0.01
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MEDIO MS

Componentes quimicos del medio MS

MACRONUTRIENTES

SOLUCION MADRE 10L (g)

NH4 NO3 16.50
KNO3 19.00
CaCl,. 2 H,O 0.3322
KH,PO,4 1.70
MgSO, . 7 H,O 3.70
MICRONUTRIENTES

MnSO,. 4H,0 0.128
ZnS0,4. 7TH,0 0.086
H3BO3 0.0620
Kl 0.0083
Na, MoOg4. 2H,0 0.0025
CoCl, 0.00025
CuSO0O,. 5H,0 0.00025
SOLUCION DE FIERRO

Na. EDTA 0.373
FeS0O,47 H,O 0.278
VITAMINAS

Inositol 1.000
Acido nicotinico 0.005
Piridoxina 0.005
Tiamina 0.005
Glicina 0.020
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