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RESUMEN

Las cactceas representan a una familia de plantas nativas del continente americano,
el género Opuntia Mill es uno de los géneros de mayor representatividad, con una
amplia distribucion en México, los nopales como cominmente se le llama son de gran
importancia bioldgica, cultura, econdmicay social. Los estudios citogenéticos han sido
particularmente importantes en las areas de la taxonomia y la biosisteméatica y
constituyen una herramienta muy 0til en la identificacion de especies proximas con un
namero de cromosomas similar. A nivel intra-especifico, se han realizado diversos
estudios dirigidos a investigar la estabilidad del nivel de ploidia, especialmente entre
poblaciones separadas geograficamente. Asi, los estudios del nUmero cromosomico
en células mitdticas de apices radicales constituyen un procedimiento adecuado para
determinar el nivel de ploidia a través del conteo cromosémico y han sido de gran
apoyo, por lo tanto. El objetivo del presente trabajo fue determinar el namero
cromosoémico y comparar el nivel de ploidia de tres especies de Opuntia distribuidos
en el sureste de Coahuila, para contribuir con la clasificacion taxonémica, conservacion
y utilizacion apropiada de estos recursos genéticos naturales. La evaluacion del
namero cromosémico mitotico se realizé en apices radiculares de cladodios de nopal
procesados en laminas temporales por la técnica del squash y la técnica del proceso

enzimatico (pectoliasa y celulasa) siendo esta ultima la que dio los mejores resultados.

De acuerdo a los conteos cromosomicos se encontré que el nivel de ploidia en las
especies analizadas fluctué desde una especie diploide Opuntia microdasys con un
namero cromosémico de 2n=2x=22, otra especie tetraploide Opuntia rastrera con

2n=4x=44, y una especie octaploide Opuntia megacantha se 2n=8x=88.



Dentro una misma especie colectada de distintas localidades, no se encontraron
diferencias en el nivel de ploidia, sin embargo entre especies se registraron niveles de
ploidia de diploides, tetraploides hasta octoploides. Por lo tanto, los niveles
encontrados son indicativos del amplio centro de origen de estas especies. Conviene
realizar estudios cariotipicos, meiéticos y fenotipicos para relacionarlos con el nivel de

ploidia.

Vi
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INTRODUCCION

México es un pais megadiverso cuenta con el 70% de la diversidad mundial Mandujano
et al., 2002 siendo el cuarto lugar mundial después de Brasil, Colombia, Indonesia y

China.

Adicionalmente, Tamayo (1988) realizé un analisis corolégico, con base en sesenta y
cinco especies de distribucion restringida a cuatro o menos unidades geogréficas, en
el que reveldé dos patrones de distribucion de Opuntia sp. En México: Patron 1;
sursureste de México, con tres regiones; Golfo, Sur de México y Chiapas, y el Patron
2; Centro-Norte de México, con cinco regiones: Altiplanice, Altiplanice- Sierra Madre,
Altaplanice-Noreste de México, Altaplanice Septentrional- Noroeste de México y
Noroeste de México y Noroeste de México; confirmando la gran riqueza genética de

nuestro pais.

Las cactaceas representan a una familia de plantas nativas del continente americano,
cuya distribucion se presenta desde Canada hasta la Patagonia, con un numero de
2000, todavia impreciso de especies, pero estimado en alrededor de 1500 (Bravo-
Hollis, 1978; Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995), que en la region centro-norte de México
encuentra unos de los centros de diversificacion, con 18 géneros (35%) y 715 especies

(84%) endémicas (Becerra, 2000).

La mayor parte de las especies habitan en las regiones aridas y semiaridas del pais,
particularmente en la porcion sureste del desierto chihuahuense, incluyendo la zona

arida Querétaro-Hidalguense (Hernandez y Godinez, 1994).



El género Opuntia Mill, contribuye uno de los grupos mas diversos y complejos dentro
de la familia, algunos autores estiman que hasta la fecha pueden incluirse de 191 a
215 especies (Hunt, 1999; Anderson, 2001); es al mismo tiempo uno de los géneros
de mayor representatividad y mas amplia distribuciéon en México, pues habita desde
dunas costeras a bosques de coniferas. En nuestro pais se distribuye principalmente
en regiones semiaridas bosques de encino, pastizales y bosques del trépico-seco
(Starmer et al., 2003) sin embargo, es en zonas aridas y semiaridas donde se observa
la mayor riqueza de especies (Mufoz-Urias et al., 2008), Scheinvar (2010), reconoce
93 especies silvestres de nopales (Opuntia subgénero Platyopuntia, especies de tallos
aplanados) dando relevancia a los desiertos sonorenses y chihuahuenses por

presentar numerosas especies endémicas y microendémicas.

Los nopales son de gran importancia biologica, cultural, econémica y social (Bravo-
Hollis, 1978; Hernandez y Godinez, 1994; Mandujano et al., 2002; Reyes Aguero et
al., 2005b). Forman parte de la dieta de invertebrados, reptiles, aves y mamiferos
(Mellink y Riojas-Lopez. 2002). Son utilizados de manera tradicional como alimento
(verduras y frutos), medicamentos (Bacardi-Gascon et al., 2007), y han formado parte
del folklor mexicano, representdndonos ante el mundo en el escudo nacional

mexicano.

Opuntia es un grupo de relativa reciente aparicion evolutiva y aun se encuentra en
proceso activo de especiacion, sugerido por la simetria del acreotipo y la presencia de
caractaristicas primitivas como cromosomas pequefios y metacentricos, la gran

variacion morfologia y la presencia de hibridacion interespecifica (Mercado, 2014).



Para resolver los problemas en la confusa taxonomia de los nopales basada en analisis
de caracteres externos, los estudios citogeneticos a traves del conteo cromososmico
han sido de gran apoyo (Pinkava y McLeod, 1971; Pinkava et al.,1973, 1977, 2001) al
ser una herramienta eficaz para distinguir estre especies y determinar las poblaciones
ancestrales de los hibridos (Raven, 1975; Rebman, 1995), ademas que proporcionan
informacion importante en cuanto a las relaciones filogeneticas y la distribucion de los

individuos estudiados (Léia Acelkrad, 2011).

Objetivo general
Determinar el nimero cromosémico y comparar los niveles de ploidia en tres

especies del género Opuntia distribuidos en Coahuila.

Objetivos especificos
v' Obtener el nimero cromosomico de tres especies de Opuntia

distribuidos en el sureste de Coahuila.

v' Determinar los niveles de ploidia en tres especies del género Opuntia

distribuidos en el sureste de Coahuila.

Hipotesis
Las especies a evaluar tendran diferencias entre poblaciones en cuanto a namero

cromosémico y nivel de ploidia.



REVISION DE LITERATURA

Entre las angiospermas, la familia Cactaceae es la més distintiva y exitosa del Nuevo
Mundo con 1600 especies (Barthlott y Hunt, 1993). La clasificacion sisteméatica y el
ndamero de género y especie en las cactaceas es aun una tarea no resulta, son varios
los autores que han intentado un recuento para el grupo dentro del territorio nacional,
de los mas importantes; Bravo-Hollis (1978) y Bravo- Hollis y Sanchez-Mejorada
(1991) reportan cerca de 774 especies; Hernandez y Godinez (1994) enlistan
alrededor de 560 especies dentro de 48 géneros; Valiente-Banuet y Godinez-Alvarez
(2002) mencionan la presencia de 51 géneros y unas 850 especies; mientras que

Guzman et al (2003) consideran 68 géneros y 689 especies .
Clasificacion

La familia cactaceae Lindl., esta incluida en el orden Caryophyllales (Cuénoud et al.,
2002; APGIII, 2009)., es una familia nativa del continente americano (Bravo-Hollis,
1978; Gibson y Nobel, 1990; Anderson, 2001), cuyo origen se ha estimado durante el
Eoceno-Oligoceno, hace unos 35 millones de afios, en ambientes compatibles con lo

gue hoy conocemos como tropico seco (Arakaki et al., 2011).

La primera clasificacion de la familia estuvo basada solamente en caracteristicas
morfologicas, realizadas por Britton y Rose (1919-1923) quienes propusieron la
existencia de 122 géneros ordenados en tres tribus: Pereskiae. Opuntiae y cereae;
Esta udltima clasificacion es la que siguié Elia Bravo (1978) en su obra sobre las
cactaceas de México, dividiendo la familia en tres subfamilias: Pereskioideae,

Opuntioideae y Cereoideae; con 67 géneros. La mas reciente verificacion de la taxa
4



de cactaceas para el territorio mexicano es la realizada por Guzman et al. (2003),
reportando 68 géneros y 689 especies, quien se basa principalmente en la clasificacion

propuesta por Hunt (1999).

Los consensos sobre el nUmero de géneros y especies mas recientes para la familia,
basados en las evidencias de la filogenia y sistematica molecular son aquellas
realizadas por Barthlott y Hunt (1993), Anderson (2001) y Hunt (1999, 2006), dividiendo
la familia en cuatro subfamilias: Pereskioideae, Maihuenoideae, Opuntioideae y

Cacatoideae.

La subfamilia Opuntioideae

De acuerdo a la clasificacion moderna de las cactaceas, la subfamilia Opuntioideae es
la segunda mas extensa. En su filogenia se presenta 5 tribus (Wallace y Dickie, 2002;
Griffith y Porter, 2009): Austrocylindropuntieae, Tephrocacteae, Opunticae Yy
Cylindropuntieae, estos dos ultimos constituyen los nopales y las choyas, con diez y

siete géneros respectivamente (Barcenas et al., 2011).

La tribu Opuntieae forma un clado bien definido dentro de la subfamilia (Wallace y
Dickie, 2002), la cual esta constituida por los géneros Brasiliopuntia (K. Schumann) A.
Berg., Consolea Lemaire, Miqueliopuntia Fric ex F. Ritter, Nopalea Salm-Dyck, Opuntia
Mill., Salmiopuntia Fric ex Guiggi, Tacinga Britton & Rose y Tunilla Hunt & llliff. (Majure

et al., 2012b).

Opuntia (en lo sucesivo Opuntia sensu stricto) consideraba hasta 13 subgéneros
(Benson, 1982) pero debido a las tendencias de las clasificaciones modernas fue

reducido el nimero y separado en varios géneros hoy en dia ya reconocidos, por

5



ejemplo Austrocilyndropuntia, Backeb., Brasiliopuntia (K. Schum.) A. Berger, y

Cylindropuntia (Engelm.) F.M. Kunth (Anderson, 2001).

El género Opuntia, llamado Platyopuntia por Britton y Rose (1920) por sus cladodios
planos y alargados en forma de raqueta, es el género mas representativo y el que
presenta la mayor diversidad de especies (Anderson, 2001). Su circunscripcion ain no
esta del todo clara y los estudios moleculares demuestran la existencia de taxa
polifiléticos (Wallace y Dickie, 2002; Griffith y Porter, 2009; Béarcenas et al., 2011;
Hernandez- Hernandez et al., 2011; Majure et al., 2012b). Consolea y Nopalea,
presenta una morfologia floral distintiva (Anderson, 2001; Rebman, 2002), pero
mediante ciertos marcadores moleculares se anidan dentro del cladodio Opuntia
(Wallace y Dickie 2002; Griffith y Porter, 2009; Barcenas et al., 2011; Hernandez-
Hernandez et al., 2011; Majure et al. 2012b). Sin embargo, con otros marcadores
moleculares (Griffith, 2003, 2004a) y cromosomicos (Negrén-Ortiz, 2007) colocan a

Consolea en un lugar diferente con respecto a Opuntia.

De aqui en adelante se hara referencia al género Opuntia en sentido estricto, para

aquellas plantas que tienen;

e Articulos aplanados en forma de raqueta, llamados también cladodios o pencas;
e Hojas conicas prontamente caducas, solo en la etapa temprana de los cladodios
e Areolas con pelos o fieltro blanco;

e Gléquidas (ahuates) numerosas;

e Ovario infero con numerosos 6vulos, rodeado de un pericarpelo con areolas con

numerosas gléquidas y algunas espinas.



El termino Opuntia fue acufiado por primera vez por Joseph Pitton de Toumefort en
1700, pero la publicacion valida del nombre fue realizada por Philip Miller en 1754
(Anderson, 2001). Segun Britton y Rose (1920) es probable que el término haga
referencia a una zona de la antigua Grecia denominada "Opus” en la region de
Ledcrida, Beocia, en donde crecian ciertas plantas suculentas semejantes a cactus,
sin embargo otros autores remotan el nombre de Plinio (29 a 74 AC) quien llamo
“Opuncia’ a una planta que crecia cerca de Opuns, India, (Bravo-Hollis, 1978), aunque

otros creen que provenga del vocablo “opun” de los indios Papago (Defelice, 2004).

Nuestro pais es reconocido como el centro mas importante de diversidad de nopales
(Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001), donde el recuento mas actual realizado por
Scheinvar (2010) reconoce 93 especies silvestres. Esta riqueza varia segun los
autores dedicados a descifrar la complejidad taxonémica del género (Cuadro 1.). La
gran variacion morfoldgica, la hibridacion y poliploidia hacen que la delimitacion de
especies sea un reto para los taxébnomos (Bravo-Hollis, 1978; Cota et al., 1996;

Rebman y Pinkava, 2001).

Cuadro 1. Riqueza de especies de nopales silvestres en México

Autores  (Britton y (Bravo- (Hunt, (Anderson, (Guzman (Scheinvar,
Rose,1920)  Hollis, 1999) 2001) et al., 2010; Léia
1978) 2003) Acelkrad, 2011)
Especies 58 66* 93 181 83** 93

*mas 34 infra especies ** mas 8 infra especies. Modificado de Esparza-Sandoval, 2010




Historia

De acuerdo con Scheinvar (1995), el nombre “Opuntia” viene de un antiguo pueblo
griego en laregion de Leocrid, Beocia: Opus, u Opuntia, en donde Tournefort encontr
una planta con espinas que le recordé a la Opuntia americana, que incluye 11
subgéneros: Opuntia, Consolea, Austrocylindropuntia, Brasilopuntia, Corynopuntia,

Cilindropuntia, Grusonia, Marenopuntia, Nopalea, Stenopuntia y Tephrocactus.

Origen

Segun Flannery (1985), entre el final del Pleistoceno (ca. 100 000 afios A.C.) y el
principio del quinto milenio A.C., los grupos indigenas prehistéricos de los valles
semiaridos de los estados de Hidalgo, México, Guerrero, Puebla y Oaxaca,
comenzaron a cultivar una serie de plantas nativas, que después se convirtieron en la
alimentacion basica de las antiguas civilizaciones de América central. Por siglos, estos
nativos americanos vivieron como némadas, descubriendo qué plantas recolectar y
consumir, como tostar la Opuntia y el agave para hacerlos comestibles, y como extraer
el jarabe del mezquite (Prosopis spp.). El cultivo de frijoles, calabazas, huatli
(Amaranthus sp.), chiles, aguacates, tomates, y, como Flannery (1985) sugiere, tal vez
Opuntia, agave, y otras frutas semi-tropicales comenzaron entre 7 500 y 5 000 afios

A.C.

Desde el arribo del hombre a las zonas desérticas y semi-desérticas de México,
aproximadamente hace 20 000 afios, la especie Opuntia ha sido una fuente importante
de alimentacion, y como bebida o medicinal. Mucho antes de conocer el manejo

horticola de Opuntia, los mexicanos antiguos lo consumian en su forma silvestre. Fray
8



Bernardino de Sahagun, en su trabajo Historia General de las Cosas de la Nueva
Espafia —escrito durante la primera mitad del siglo XVI- reportd que los nativos
americanos vivian por muchos afos y eran sanos y fuertes. Su vitalidad, segun él, se
debia a la dieta, la cual no era cocinada con otras cosas. Ellos comian “hojas de cactus
con espinas”, tunas con espinas, raices, vainas de mesquite, flores de yuca que
llamaban czotl, miel, conejos, liebres, venados, serpientes y aves (Sahagun, 1997).EI
género Opuntia se extendid desde México a practicamente todo el continente
americano (desde Alberta, Canada, hasta la Patagonia, Argentina). En 1700,
Tournefort propuso el nombre de Opuntia, por su similitud con la planta de espinas que
crecia en el pueblo de Opus, Grecia (Velazquez, 1998). En México, varias especies
del género Opuntia de la familia de las cactaceas son llamadas nopal. Todas ellas son
endémicas en América, y de las 377 especies reconocidas, 104 son halladas silvestres

en México, y 60 son endémicas en México.
Clasificacion taxondmica de Opuntia.

La siguiente clasificacion taxonomica de Opuntia mas comunmente aceptada (Rios y

Quintana, 2004).



Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta Descripcion boténica del
Clase Magnoliopsida genero Opzuntla
(morfologia)
Subclase Caryophyllales
Orden Caryophylidae  Ej género Opuntia
Familia Cactaceae
comprende plantas
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae perennes, suculentas,
Género Opuntia  simples o  cespitosas,

arborescentes, arbustivas o rastreras. El tronco bien definido o con ramas desde la
base, erectas, extendidas o postradas. Articulos globosos, claviformes, cilindricos o
aplanados (cladodios), muy carnosos o lefiosos. Limbo con hojas pequeiias,
cilindricas, carnosas, caduco muy pronto. Aréolas axilares con espinas, pelos,
gloquidas y a veces glandulares; por lo general, las de la parte superior de los articulos
son las productores de flores. El género se divide en dos géneros: Cilindropuntia y

Platyopuntia (Bravo-Hollis, 1978.).

Raiz
La raiz, ademas de la funcion de fijacién, obra como un poderoso 6rgano de absorcion

durante la temporada de lluvias: su forma es variable y generalmente las raices
secundarias son numerosas y ramificadas, estan mas desarrolladas que la principal;
esta Ultima, en ocasiones se desarrolla mucho y adquiere aspecto napiforme o globoso

(Enriquez et al., 2004).

Tallo
Los tallos son suculentos y articulados, botanicamente llamados cladodios y

vulgarmente pencas (Saenz, 2006). El tallo a diferencia de otras especies de
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cacticeas esta conformado por tronco y ramas aplanadas que posee cuticula gruesa
de color verde de funcion fotosintética y de almacenamiento de agua en los tejidos

(Angulo y Granza, 2007).

Espina

Organo axilar o apendicular lignificado, puntiagudo y que posee tejidos vasculares o
diferencia de las excrecencias, emergencias y tricomas que se presentan en otras
plantas. Las espinas del género Opuntia son hojas modificadas con haces vasculares
en las bases y que se forman desde el dermatdogeno (protodermis) y perisblemo

(desmogeno), al igual que las hijas (Gonzalez, 1998).

Flores

Las flores de Opuntia son sésiles, hermafroditas y solitarias, se desarrollan
normalmente en el borde superior de las pencas. Su color es variable: hay rojas,
amarillas, blancas entre otros colores. En la mayor parte del mundo la planta florece

una vez al afio (Saenz, 2006).

Opuntia megacantha Salm-Dick

Alcanza 5 o mas metros de altura; erectos y arboreo con tronco cilindrico que se vuelve
lefioso con la edad; articulos elipticos y abovados, a menudo oblicuos de 40 a 50 cm
de largo, llegando en los grandes ejemplares de este nopal hasta 60 cm, muy espinoso,
flores amarillas, fruto de color amarillo claro muy jugosos y rico en azucar. No se extrae
ningun producto de la tuna pero en su consumo como fruto es de las mas apreciadas
(Figura 1). Se acostumbra mucho en forma seca o pasa (tuna pasa). Es una de las

mejores variedades de tuna comestible (Burgos, 1983).
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Clasificacion taxonémica de Opuntia megacantha Salm-Dic

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllales
Orden Caryophylidae
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae
Género Opuntia
Especie megacantha Salm-Dick

1/ g

Fura 1. Foiogrﬁ e claois en cmpb de Opuntia megacantha Salm-Dic

Opuntia microdasys (Lehm.) Pfeiff.

Es una especie que se distribuye ampliamente a lo largo del Desierto Chihuahuense,
(Bravo-Hollis, 1978; Guzman et al., 2003). Es conocida comunmente como “nopal
cegador’. Es una planta baja, mas o menos erecta a arbustiva, entre 60 y 80

centimetros de altura; cladodios circulares a eliptico-obovados, pubescentes, verde
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brillante, entre 7 y 10 centimetros de longitud y entre 4 y 8 cm de ancho. No presenta
espinas, las areolas normalmente se encuentran a menos de 1.2 cm entre si, con
muchas gloquidias café-rojizas o amarillas a blancas. Las flores presentan segmentos
del perianto internos amarillo brillante de 2.5-3 cm de longitud, mientras que los tépalos
externos son a veces rojizos. Los frutos son tunas, rojas (cuando maduran), globosas
obovadas de 2-2.5 cm longitud. Esta especie se distribuye principalmente en los
desiertos, se puede encontrar entre los 1700-2100 msnm, en los estados de Coahuila,
Zacatecas, Nuevo Ledn, Tampico, San Luis Potosi, Hidalgo (Figura 2). Se han visto
algunas variantes, ya que aparentemente hibridiza con O. rufida cerca de Saltillo,

Coahuila y en Concepcion de Oro, Zacatecas (Bravo-Hollis 1978).

Clasificacion taxonémica de Opuntia microdasys

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllales
Orden Caryophylidae
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae

Tribu Opuntiae

Género Opuntia

Especie microdasys (Lehm) Pfeiff.
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Figura 2. Fotografia de cladodios en campo de Opuntia microdasys

Opuntia rastrera F.A.C. Weber

Es una especie morfologicamente variable, crece en planicies y su distribucion abarca
la porcion semiéarida del centro y norte de México en el desierto Chihuahuense (Bravo-
Hollis, 1978; Britton & Rose, 1920). Es una planta de habito postrado a arbustivo, forma
cadenas de articulos orbiculares, presenta varias espinas por aréola, son blancas y
rigidas de 2-4 cm de longitud y de reparticion regular. Las flores son hermafroditas,
amarillas o rosadas, de 4-6 cm de diametro y presentan un estigma verde
multilobulado. Los frutos son verdes y carnosos, de color purpura cuando estan
maduros. La floracion es primaveral, como para otras especies del género (Bravo-
Hollis, 1978; Mandujano et al., 1996). En la zona de estudio la floracibn comienza en
marzo alcanzando su pico maximo a finales de este mes y a principios de abril, y
finaliza en junio (Mandujano et al., 1996). Articulos circulares hasta abovados, los mas
grandes de unos 20cm. de diametro, formando grandes cadenas. Espinas blancas con

la base nunca obscura, varias en cada areola, la mas larga de cuatro cm de longitud,
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gloquidias amarillas. Flores amarillas; fruto purpura, acido y abovado. (Figura 3)

(Bravo, 1978).

Para Opuntia rastrera, Bravo (1978) declara la distribucion de esta especia en el
estado de San Luis Potosi y zonas adyacentes de los estados limitiformes,

considerando a San Luis Potosi como comunidad tipo

Clasificacion taxonémica de Opuntia rastrera

Reino Plantae
Subreino Embryophyta

Divisién Angiospermae

Clase Dicotiledonea

Subclase Dialipetalas
Orden Puntiales

Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae
Género Opuntia
Especie rastrera F.A.C. Weber

o

Figura 3. Fotografia de cladodios en campo de Opuntia rastrera.
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Produccién sexual o por semilla

La mayoria de las plantas presentes en zonas aridas son plantas que producen flores
en cierta época del afio. Las flores son, en realidad, estructuras u o6rganos
reproductores; en ellas se desarrollan las células reproductivas, como los 6vulos y los
granos de polen, que al unirse forman lo que se conoce como semillas (Arias et al.,

2000).

Las plantas obtenidas por reproduccién sexual tardan mas tiempo en iniciar la
produccion y ademas, resultan heterogéneas en muchas de sus caracteristicas por
proceder de polinizacion cruzada. Su importancia radica en que se puede utilizar para

trabajos de mejoramiento genético (Callejas-Rivera, 1999).

Produccion asexual o vegetativa

La produccion asexual puede ocurrir por apomixis vegetativa o agamospermia, la
apomixis consiste en la abscision de cladadios florales o frutos que enraizan bajo
condiciones ambientales adecuadas, mientras que en la agamospermia se forman
semillas sin fecundacion. La produccion vegetativa tienen mayores probabilidades de
sobrevivir que la reproduccion sexual y sus tasas de crecimiento son altas que la
reproducciéon por semilla, por lo cual se pueden establecer poblaciones rapidamente
sobre toso el areas descubiertas de vegetacion observandose que en ambientes
altamente estresantes el reclutamiento por esta via es mayor que por reproducciéon

sexual (Garcia et al., 2006).

En la reproduccion asexual de Opuntia no hay produccion de los gametos (6vulos y

espermatozoides) por meiosis. Los descendientes, producto de la reproduccion
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asexual, se convierten en organismos multicelulares, mediante la mitosis. En la
reproduccion asexual es mas ventajosa desde el punto de vista comercial, debido a
gue se conservan las caracteristicas fenolégicas de la planta madre. Las plantas

obtenidas por este método tienen una reproduccion mas rapida (Angulo et al., 2000)

La reproduccion vegetativa consiste en la produccion de pencas jovenes de seis
meses sanas, vigorosas y libres de dafos por insectos o con malformaciones. El corte
debe de realizarse con un machete bien filoso exactamente en la unién entre pencas,
posteriormente se trasladan a una sombra donde se acomodan paralelamente entre
ellas y con costado sobre la superficie del suelo. Después de 20 dias han cicatrizado
los cortes lo cual evita la pudricion de estas después de ser plantadas. Lo mas

recomendable es plantar cuando el suelo este seco (Lira, 2005).
Poliploidia

En varios estudios se ha registrado niveles de ploidia de las Opuntias que crecen en
el norte de México y el sur de Estados Unidos; en ellos se ha reportado variacion en el
namero cromosomico de una misma especie (Sosa y Acosta, 1966; Pinkava y Mc
Leod, 1971; Pinkava et al., 1973; Mc Leod. 1975; Pinkava et al., 1977, 1985, 1992;
Palomino y Heras, 2001). Con respeto a la hibridacion, se han reportado numerosos
hibridos en este género (Mc Leod, 1975; Grant y Grant, 1979; Grant y Grant, 1980;

Parffit, 1980; Pinkava et al., 1992; Mayer et al., 2000; Griffith, 2001).

La poliploidia consiste en el incremento del tamafio del genoma causado por la
presencia de tres o0 mas juegos de cromosomas dentro de las células somaticas de un

organismo (3, triploides; 4, tetraploide; 5, pentaploide; 6, hexaploide; etc.) (Winchester,
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1981; Futuyma, 2005; Ranney, 2006; Thorpe et al., 2007; Hegarty y Hiscock, 2008;
Maxime, 2008; Madlung, 2013). La poliploidia puede surgir a través de una falla en la
division (probablemente asociado con los procesos que se llevan a cabo en la profase
I, como el entrecruzamiento entre cromatidas), asi que el esperma u Ovulo “no
reducido” es diploide en lugar de haploide. La subsiguiente fertilizacion envuelve
permutaciones de uno o los dos gametos diploides y resulta en triploidia o bien

tetraploidia, respectivamente.

La poliploidia también puede surgir a través de la polispermia o de la hibridacion
interespecifica (entre especies) (Otto y Whitton, 2000; Futuyma, 2005; Ryan, 2006).
Es bien conocido que la poliploidia es especialmente frecuente en grupos hibridos, lo
anterior se debe a que los hibridos diploides tienen altas tasas de formacion de

gametos no reducidos (Otto, 2007).

En plantas, la poliploidia puede surgir también por la llamada “duplicacion somatica”.
En este caso, las regiones meristematicas de la planta, en las cuales se lleva acabo el
crecimiento (se encuentran cerca de las puntas de los tallos y de las raices), pueden
entrar en la profase con el numero de cromosomas duplicados pero no llegan a tener
una anafase normal. Por lo cual las células resultantes son tetraploides. Con el tiempo
este grupo de células puede llegar a constituir la porcién dominante en el crecimiento
de una rama. La rama tetrapoloide puede producir frutos de mayor tamafio que los
producidos en las ramas diploides y por lo tanto ser favorecidos por los animales
(incluido el hombre), los cuales contribuyen a su establecimiento y dispersion

(Winchester, 1981).
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La contribucién evolutiva de las alteraciones al genoma causadas por la poliploidia se
basa en su habilidad de persistir a través del tiempo. Aunque la probabilidad de la
duplicacion poliploide es baja, la vida media de ese duplicado genético es muy larga
(mas de un millébn de generaciones); por el contrario, los aneuploides a menudo tienen
un pobre desempefio y en mamiferos raramente sobreviven hasta el periodo

reproductivo (Otto, 2007; Thorpe et al., 2007).
Tipos de poliploides

De acuerdo al origen de sus progenitores los individuos poliploides pueden clasificarse
en dos tipos, autopoliploides y alopoliploides. Un autopoliploide es definido como “un
organismo que contiene tres 0 mas juegos de cromosomas homologos derivados del
mismo individuo o bien de un individuo perteneciente a la misma especie”. En este
caso, los individuos poliploides son formados por la unién de gametos no reducidos de
organismos geneética y cromosomicamente compatibles que pueden ser catalogados
como pertenecientes a la misma especie. Mientras que un alopoliploide es aquel
“organismo que contiene juegos de cromosomas no-homaélogos” debido a hibridacién
entre diferentes especies. En este caso, la poliploidia se presenta después de la
hibridacién entre dos especies relacionadas (Wendel, 2000; Futuyma, 2005; Ranney,
2006; Ryan, 2006; Thorpe et al., 2007; Hegarty y Hiscock, 2008; Parisod et al. 2010;

Ramsey y Ramsey, 2014).

Es importante distinguir entre auto y alopoliploide, ya que las diferencias entre ambos
tipos pueden tener un efecto en la capacidad adaptativa de un organismo poliploide.

Adicionalmente, distinguir entre un auto o alopoliploide durante un analisis genémico
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permite establecer de manera mas precisa las lineas evolutivas de las cuales proviene
una especie poliploide (Shoemaker et al., 2006; Hegarty y Hiscock, 2008; Madlung,
2013; Ramsey y Ramsey, 2014). Tedricamente los autopoliploides pueden ser
distinguidos de los alopoliploides observando el apareamiento de sus cromosomas
durante la meiosis (Futuyma, 2005). Los autopoliploides tipicamente presentan
patrones de herencia polisémicos (apareamiento multivalente de cromosomas durante
la profase meidtica I), mientras que los alopoliploides tipicamente exhiben herencia
disbmica (apareamiento bivalente de cromosomas durante la profase meiética I). Sin
embargo, estas clasificaciones pueden ser problematicas, ya que el limite no es claro
entre ambos tipos de poliploides y existen muchos casos intermedios entre auto y
alopoliploides, llamados alopoliploides segmentales (Wendel, 2000; Futuyma, 2005;
Ranney, 2006; Thorpe et al., 2007; Mable, 2013). Estos se presentan principalmente
en plantas cuando la autopoliploidia incluye cruzas entre dos poblaciones muy
divergentes de la misma especie con cromosomas genéticamente diferentes pero
estructuralmente similares (autopoliploide interracial), como en el caso de un hibrido
intra-especifico o bien en instancias en las cuales la alopoliploidia puede ser seguida
de otro evento de duplicacién gendmica (autoalopoliploidia, como en el caso del abrojo,

Tribules terrestres L.).

En este caso los autoalopoliploides presentan niveles de ploidia mucho mas elevados

(como por ejemplo 8n- octaploide-) (Hegarty y Hiscock, 2008).

Los alopoliploides son generalmente considerados mucho mas comunes que los
autopoliploides (Ramsey y Schemske, 1998), ya que la mayoria de los casos los

descendientes de un evento de poliploidizacién ancestral (llamados paleopoliploides)
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exhiben apareamiento bivalente de cromosomas y patrones de herencia disomica.
Esta observacion ha conducido tradicionalmente a la conclusion de que los
autopoliploides son efimeros, mientras los alopoliploides dan origen a la mayoria de
los linajes que perduran (Thorpe et al., 2007; Ramsey y Ramsey, 2014). Aunque el
apareamiento bivalente no es preferencial en autopoliploides, lo cual conduce a
patrones de herencia polisémicos, la fidelidad de apareamiento cromosémico se puede
incrementar con el tiempo conduciendo en dltima instancia a un patrén de herencia
disdmica (Turner, 1984; Futuyma, 2005; Thorpe et al., 2007). Este incremento de
fidelidad, proviene de carios procesos que incluyen el polimorfismo alélico, y re-
arreglos cromosdémicos como la insercion y eliminacion de material cromosomico
(Strickberger, 1978; Otto, 2007). Por lo anterior, no se puede asumir que un
paleopoliploide es necesariamente alopoliploide Unicamente debido a que exhibe
herencia disomica (Thorpe et al., 2007). Lo anterior, por lo tanto, indica que las
estimaciones tradicionales de abundancia de autopoliploides pueden estar
subestimados en gran medida y con ello su contribucién a la evolucién y diversificacion

de especies (Ramsey y Schemske, 1998; Thorpe et al., 2007; Mable, 2013).
Citogenética

Los estudios citogenéticos han permitido realizar valiosos aportes al conocimiento de
los mecanismos de aislamiento reproductivo y modos de especiacién en plantas,
contribuyendo a la resolucion del origen y la evolucion de distintos grupos taxondmicos

(Poggio y Naranjo, 2004).
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En la familia Cactaceae la base cromosémica es x=11 (Pinkava et al., 1985), diploides
(2n=2x=22). La subfamilia Opuntioideae y en género Opuntia han sido objeto de
estudios citogenéticos determinando el nimero cromosomico de varias especies y
resolviendo algunos problemas taxonémicos (Pinkava y McLeord, 1971; Pinkava et al.,
1973, 1977, 1985; Ross, 1981; Pinkava y Parfitt, 1982; Weedin et al., 1989; Palomino
y Heras, 2001; Pinkava, 2002; Rebman, 2002; Segura et al., 2007; Baker et al., 2009;

Majure et al., 2012a).

Un gran reto para los taxdnomos resulta ser la gran variacion morfologica e hibridacion
inter-especifica que presentan estas plantas en condicion silvestre (Anderson, 2001;
Pinkava et al., 2001). Los analisis de cariotipo, comportamiento meidético y poliploidias,
permiten conocer la variacion intra e inter-especifica, asi como su significado
adaptativo y hacer inferencias sobre patrones de especiacion (Poggio y Naranjo, 2004;

Majure et al., 2012a).

Es por esto que para entender las relaciones filogenéticas entre los nopales silvestre
mexicanos, con énfasis en las especies microendémicas son necesarios los estudios

citogenéticos, moleculares y de dinamica de poblaciones (Scheinvar, 2010).

Estudios citotaxondmicos en la familia Cactaceae

Los primeros estudios citologicos en la familia datan de mediados de los afios 30°s. en
estos estudios pioneros de citologia en cactaceas se analizaron muestras con
materiales meioticos y mitéticos. A la fecha, para la familia existen nimeros estudios

de esa naturaleza en los cuales se reportan citotipos tanto diploides como poliploides.
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Entre aquellos que incluyen material meiético se encuentran (Beard, 1937; Remski,

1954; Katagiri, 1955; Pinkava et al., 1977, 1992; Ross, 1981; Mazzola et al., 1988).

La mayoria de estos estudios han servido para conocer el nimero basico para la
familia, y para determinar variaciones (formas poliploides) del nimero basico en los
diferentes grupos de cactaceas. De la misma manera, los andlisis de figuras meidticas
han sido utiles para clarificar el estado hibrido de otros miembros de la familia, en
especial en la familia Opuntia (Baker y Pinkava, 1987; Pinkava et al., 1992). Con este
tipo de estudios se han visto que algunos hibridos se encuentran reproductivamente
aislados de sus progenitores, por lo que nuevos cambios nomenclaturales han sido
propuestos, debido en parte al aislamiento reproductivo y a diferencias en
caracteristicas morfolégicas (Pinkava y Parfitt, 1988). Igualmente, los analisis de
figuras meioticos y comportamiento de cromosomas en las diferentes pases de profase
1, han relevado rearreglos cromosOmicos, tales como translocaciones en O.
Leptocaulis (Pinkava et al., 1985), e inversiones en O, curvospina (Pinkava et al.,
1973), mismos que representan los primeros reportes de cambios cromosOmicos

estructurales en la familia

Recientemente, Gama y Mercado-Ruaro (1993) han empleado informacion citologica
para evaluar y correlacionar cariacion morfolégica en diferentes poblaciones de
Pachycereus weberi. Actualmente en Arizona State University, Donald J. Pinkava y
colaboradores, entre ellos Jon Rebman contindan los estudios de citologicos en la
familia Cactaceae, con especial énfasis en los procesos de poliploidia e hibridacion en

la subfamilia Opuntioideae.
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Por otra parte, informacién acerca de la morfologia de los cromosomas y/o
representacion cariotipica es aun escasa de la familia. Lo anterior probablemente
refleja la dificultad para preparar cromosomas de cactaceas, lo cual, aunado al
pequefio tamafio de los cromosomas hace el analisis més dificil. Ademas, el tejido de
las cactaceas generalmente presenta mucilago, mismo que complica la rutina de

squash y obstruye la observacion de los cromosomas.

El cariotipo es la apariencia fenotipica de los cromosomas sin considerar su actividad
y/o contenido genético (Jackson, 1971). Con la construccion de cariotipos se puede
observar diferencias morfolégicas en los cromosomas, y estas variables pueden ser
usadas para caracterizar grupos particulares. Los cariotipos son obtenidos a través del
analisis y observacion de los cromosomas en el estado de metafase de mitosis, ya que
esta fase es la mas apropiada para la observacion de cromosomas debido a que estos
exhiben el maximo grado de concentracion. Algunos de los caracteres cariotipicos que
son utiles como marcadores taxon0micos son: numero de satélites o constricciones
secundarias, radio de los brazos del cromosoma, y localizacion de la regién nuclear

organizadora.

A la fecha, se tiene referencia de tres estudios cariotipicos en la familia. Johnson
(1980) publico los primeros cariotipos para la familia, basado en tres variedades de
Mammillaria prolifera con diferente nUmero cromosémico. Asi mismo en las especies
examinadas se observo unincremento en el tamafo de los cromosomas al incrementar
el nivel de ploidia; sin embargo, la morfologia general de los cromosomas es

metaceéntricos, algunos submetacéntricos y pocas constricciones secundarias. A su
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vez (Palomino et al., 1988) reportaron cariotipos de dos especies y una variedad de

Nyctocereus.

Los taxa incluidos en dicho estudio resultaron ser diploides (2n=22), y la morfologia de
los cromosomas mostrd patrones similares a los indicados anteriormente. Mas
recientemente Cota et al (1996) en un analisis cariotipico de 12 especies de
Echinocereus encontraron que el género esta caracterizado por cariotipos simétricos,
con la mayoria de cromosomas del tipo metacéntrico, y algunos submetacéntricos, y

de uno a tres satélites presentes en el brazo corto del cromosoma.

Otros estudios de la morfologia de cromosomas en la subfamilia Opuntioideae
(Opuntia) y tribu Cacteae de la subfamilia Cactoideae (Ferocactus y Rhipsalis)
confirman las observaciones anteriores para los cromosomas de las cactaceas:
cromosomas pequeiios (2-5mm), morfolégicamente uniformes y con uno o dos pares

de satélites (Cota et al., 1996).

Las cactaceas en general son una familia de origen relativamente reciente (R, Thome,
com. Per.) Que aparenta estar caracterizada por la presencia de cromosomas
pequefios y con cariotipos homogéneos (simétricos). Es posible que el origen
relativamente reciente de la familia esté asociado con procesos lentos de rearreglos
cromosémicos. Asimismo, la existencia de cariotipos homogéneos en miembros de la
familia distintivamente relacionados puede ser explicada debido a cambios
Robertsonianos en particular fusion céntrica de cromosomas, mismas que originan

cariotipos simétricos (Cota et al., 1996; Palomino et al., 1988).
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Finalmente los estudios citolégicos han sido también importantes para comprender
otras tendencias evolutivas en la familia por ejemplo, (Pinkava et al., 1985) han
indicado que la poliploidia ha desempefiado un importante papel en la evolucion de la
familia. De hecho, diferentes niveles de ploidia han sido reportados: triploides,
tetraploides y hexaploides en Opuntia (Pinkava et al., 1973), tetraploides en
Echinocereus spp, (Cota y Philbrick, 1994; Pinkava et al., 1977). Asimismo, y aunque
la distribucidén de poliploides en la familia permanece aun incompleta debido en parte
a la carencia de muestreo citoldgico,han indicado que los poliploides en la subfamilia
Opuntioideae son relativamente mas comunes en el hemisferio sur. Por su parte, (Cota
y Philbrick, 1994) indican que los citotipos poliploides en Echinocereus se encuentran

distribuidos a elevaciones y latitudes mayores que los ancestros diploides.
Hibridacion

La hibridacion entre especies parece ser un proceso comun en la evolucion de las
plantas superiores (Anderson y Stebbins, 1954; Stebbins, 1959; Soltis y Soltis, 2009)
y en Opuntia parece ser uno de los principales mecanismos de especiaciéon (Rebman
y Pinkava, 2001; Pinkava, 2002), lo cual contribuye a la complejidad de su taxonomia.
Le denominada “evolucién reticular”, resulto de hibridaciones interespecificas, y la
tendencia a la poliploidia son muy marcadas en este grupo, produciendo nuevos
fenotipos e incrementando el namero de morfotipos, pudiendo jugar asi, en el largo

plazo, un rol importante en la evolucién del género (Majure et al., 2012b).

La hibridacion natural entre distintas especies de Opuntia es comdn y esta relacionada

con el nivel de ploidia, y representa una de las principales causas de diversidad. La
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reproduccion asexual es una respuesta de adaptacion al bajo rango de germinacion y
depredacion de semilla encontradas en este grupo. La hibridacion entre poblaciones
naturales en el sur de California fue reportada por Walkington 1996, citado por Gibson
y Nobel, 1990), basandose en estudios quimicos y morfologicos. Estos hallazgos
indican que las plantas de Opuntia occidentalis provienen de una cruza entre dos
platiopuntias nativas: O. ficus-indica y O. megacantha, ya que el hibrido tenia
caracteristicas de ambas especies. Scheinvar, (1995) reporté que en poblaciones
silvestres de Opuntia, las plantas localizadas en la periferia de la poblacién muestran
mayor variabilidad que las que crecen en el centro, probablemente gracias a una

mayor exposicion al intercambio genético con otras especies y poblaciones cercanas.

A pesar de que se trata de una especie autbgama, la polinizacion cruzada, total o
parcial, se puede observar en diferentes individuos cultivados o silvestres, por lo que
la mayor parte de los materiales cultivados comercialmente son probablemente el
resultado de la polinizacion cruzada. Todos los cultivares mexicanos son informados
como productos de hibridacion entre O. ficus-indica y diferentes formas de Opuntia

silvestres (Mufioz-Urias, 2008).

NUmero cromosémico

En la familia de las cactaceas, el nimero basico es x=11 y nhumero de cromosomas
somaticos es mayormente 22. Para las Opuntioideae, de acuerdo a Pinkava (1985), el
63.3% de los taxa son poliploides; sin embargo, de una observacion mas detallada de
los recuentos se observa que solo en el grupo de especies de Opuntia de las series

Streptacantha y Ficus- Indicae, existen octaploides. Especificamente para O. ficus-
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indica, nimeros recuentos cromosGmicos muestran que tanto la forma inerme como la
espinosa tiene 2n=88, o sea que en ambos son octaploides. Se publicaron también
dos recuentos de diploides (2n=22) para esta especie (Spencer, 1955; Weedin &
Powell, 1978), aunque posiblemente se trate de errores de identificacion. McLeod
(1975) destaca la presencia de ejemplares hibridos, con 2n=77, entre O. ficus-indica
‘megacantha” (octaploide, 2n=88) y O. phaeacantha Engel. Var.major Engelm

(hexaploide: 2n=66).

Otros recuentos son:

Pinkava et al. (1973) O. ficus-indica y O. megacantha n=44.

Pinkava et al. (1982) O. atreptacantha n=44.

Sosa y Acosta (1966) O amyclaea y O. megacantha 2n=88.

Stockwell (1935) O. polyacantha 2n=44, 44, 44, 66

Estudios mitoticos

Todos los organismos poseen un conjunto definido de cromosomas al que se le
denomina Genomio (Brown, 1972). Los estudios cromosémicos se realizan en
cromosomas mitéticos en metafase o en anafase, y para este fin se utilizan tejidos

somaticos de intensa division (Curtis, 1981).

Para estudios en mitosis, generalmente se utilizan los apices radiculares, aun cuando
cualquier tejido somatico en crecimiento activo posee una actividad mitética muy alta
gue hace Utiles a estos 6rganos como fuentes de material para el estudio de la mitosis

(Garcia, 1977).
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Una forma de obtener 4pices de raices cuando se tienen plantas en macetas consiste
en remover las plantas con toda la masa de tierra y raices y suspenderlas sobre
recipientes con agua por medio de bolsas de manta de cielo. Las raices ceceran a
través de a manta, en el aire himedo, cuando las raices estén suficientemente largas

se remueven los apices y se pretratan o fijan (Curtis, 1981).

A fin de lograr un acortamiento adecuado de cromosomas, asi como suficientes
metafases y anafases en un 4pice, se recurre a los métodos fisicos tales como el agua
fria, 0 a medios quimicos como colchicina, paradiclorobenceno etc., y este tratamiento
previo a la fijacion se conoce como pretratamiento, y actua afectando los cromosomas

facilitando su estudio.

Los fijadores se clasifican de acuerdo a la imagen que producen en basicos y acidos.
Los fijadores basicos son muy pocos, los filadores acidos son los mas comunmente
empleados en el estudio de cromosomas. De estos, los fijadores Carnoy son los mas

ampliamente utilizados, existe el Carnoy con cloroformo compuesto de:

Alcohol etilico absoluto 6 partes
Acido acético glacial 1 parte
Cloroformo 3 partes

Por otra parte, existe la formula sin cloroformo, también conocida como Farmer, o

simplemente como alcohol-acético y compuesto de:

Alcohol etilico absoluto 3 partes

29



Acido acético glacial 1 parte
La accién de ambos fijadores es de rapida penetracion por lo que una hora podria ser

suficiente tiempo de fijacién para apices radiculares y anteras (Baker, 1950).

Para una efectiva hidrolisis, se recomienda un método que utiliza una solucién acuosa
al 1% de pectinasa. Esta enzima actua disolviendo la lamina media de la célula, ya
gue esta compuesta basicamente de pectinas, lo que facilita la separacién celular. Esta
enzima es cara y dificil de conseguir en México, ademas se recomienda agregar unas
gotas de tolueno que cubran toda la superficie con el objeto de evitar el crecimiento de

hongos o bacterias que lo destruyan (Ostergren y Heneen, 1962).

El fluido estomacal de Helix pomatia, contiene una mezcla de enzimas, las
propiedades de este fluido fueron conocidas desde hace tiempo (Yang, 1988). Karrer.,
et al sefialan que el fluido del estdbmago del caracol Helix pomatia contiene una mezcla
concentrada y notablemente poderosa de enzimas. Actualmente muchas de esas
enzimas han sido identificadas como: Diastasa, Invertasa, Celobiasa, Lipasa, y lo que
es importante para este estudio, es la determinacion de que esta mezcla de enzimas
denominada citasa, rompe la celulosa. Otra propiedad importante y notable es la
ausencia aparente de cualquier actividad proteolitica, debido a este ultimo echo, este

fluido es usado directamente sin previa purificacion (Fabergé, 1945).

La mayoria de los colorantes cominmente empleados en citologia son soluciones de
colorantes organicos aromaticos. Se reconocen dos tipos de colorantes segun los
grupos iénicos que contengan: basicos y acidos. Para que un compuesto actué como

colorante, su molécula debe de tener dos grupos: (1) grupo auxocromo, el cual es

30



responsable de la disociacion del compuesto, y (2) grupo cromoforo, el cual produce
entre si el color. En los colorantes basicos el grupo cromoforo es basico y son radicales
azo (-N=N-) e indamino (-N=), en tanto que el grupo auxocromo es un radical amino
(NH2) o un derivado de este radical. En los colorantes acidos el grupo cromoéforo puede
ser un radical nitro (-NO2) o un quinoide (0= =0) y el grupo auxocromo puede ser
un radical hidréxido (-OH), radical carboxilo (-COOH) o bien sulfénico (-S0zH). (Garcia,

1977).
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MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon del experimento

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Citogenética
del departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autbnoma Agraria “Antonio

Narro” de Saltillo Coahuila, México.

Material vegetal

Se utilizaron diferentes muestras de cladodios de nopal de las especies O.
megacantha, O. microdasys y O. rastrera, que fueron colectadas en los meses de julio-
agosto de 2016. Los recorridos se hicieron al sureste del estado de Coahuila en cinco
municipios, entre los 25° 02.406' a 25° 50.657" de latitud Norte y 100° 00.646' a 101°
57.720' de longitud Oeste, en altitudes que van de los 930 a los 2464 msnm (Cuadro

2, Figura 4).

Cuadro 2. Especies del género Opuntia, evaluadas en el analisis citogenético

Especie Grado de Sitio de colecta
domesticacion
0. megacantha Medianamente  Arteaga y Saltillo, Coahuila. Mex.
cultivada
O. microdasys Silvestre Parras de la Fuente, General
Cepeda y Saltillo, Coahuila. Mex.
O. rastrera Silvestre Parras, General Cepeda, Ramos

Arizpe, Saltilo y Arteaga
Coahuila, Mex.
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Figura 4. Ubicacién geografica de la colecta de tres especies Opuntia

Preparaciones Citoldgicas

El primer paso para la determinacion del nivel de ploidia en las especies a trabajar
consistio en desarrollar la metodologia adecuada para la elaboracion de preparaciones
citolégicas que permitieran la Optima observacion de los cromosomas. El estudio
citolégico se llevé acabo con células en divisidn, las cuales se obtuvieron de apices

radiculares en crecimiento de los cladodios.

Siembra

El mejor material para determinar el nimero, la morfologia y el comportamiento de los

cromosomas en mitosis es todo tejido vegetativo en que las células se encuentran en
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division activa. Para este fin, los meristemos de apices de raices en crecimiento, se

consideran las fuentes mas convenientes. Para esto se realizo la siguiente prueba

Se utilizaron 4 pencas por cada especie y localidad que se trabajd, estas se colocaron
a la sombra durante 10 dias para su cicatrizacion (Figura 5) y posteriormente se
sembraron en charolas de vermiculita con peat moss relacion 1:1, poniendo en
contacto todo un lado de la penca. Después de tres dias los apices radiculares
empezaron a emerger y se cortaron (cosecharon) cuando alcanzaron una longitud de

2a3cm.

Figura 5. Proceso de cicatrizacion en Opuntia

Corte de apices radiculares

Para esto, se removieron las pencas del medio de crecimiento, se lavaron con cuidado
y se cortaron los apices radiculares con un bisturi. Los cortes se hicieron a diferentes
tiempos: de las 8:00 AM a las 11:00 AM, (Figura 6) en dias con temperaturas entre 25-
30°C.
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Figura 6. Obtencion de apices radiculares, seleccion y corte de apices.

Pretratamiento

Uno de los problemas importantes en los estudios mitGticos citogenéticos es la
observacion aislada de los cromosomas; de tal manera, que se permita determinar con
la mayor exactitud posible su nimero, morfologia y comportamiento. Este problema se
agudiza mas aun cuando el nimero de cromosomas es relativamente grande (Curtis,
1981). El pretratamiento consiste en someter a los apices radiculares, a la accién de
agentes quimicos, después de haber sido cortados, con el proposito de obtener, mayor
frecuencia de células en metafase, dispersion de los cromosomas en el citoplasma,
acortamiento de los cromosomas para el mejor estudio de su niamero y morfologia.
Los pretratadores utilizadas fueron: Paradiclorobenceno (PDB) solucién acuosa
saturada, en esta permanecieron los apices por diferentes tiempos con el fin de
encontrar el tiempo oOptimo. Estos fueron durante 3, 5 y 4 horas. La solucion 8-
hidroxiquinoleina al 0.002M, en esta permanecieron las raices por espacios de 3y 5

horas (Figura 7).
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Figura 7. Pretratamiento de 8-hidroxiquinoleina y paradiclorobenceno.

Fijacion
La fijacion es el proceso de preservacion de la organizacion morfoldgica del

componente celular que se desea observar al microscopio. Un buen fijador para

cromosomas debe cumplir con los siguientes requisitos:

= Precipitar la cromatina para hacer visibles los cromosomas y favorecer su
tincion.
= Penetrar rapidamente con el objetivo a fijar las diversas fases de la division

celular

Como ninguna sustancia quimica reune todos los requisitos, un buen fijador tiene que
combinar diversos compuestos quimicos que conjuntamente satisfagan los requisitos
antes sefalados. Por tal motivo, se utilizo el fijador Farmer (alcohol etilico absoluto 3
partes y acido acético glacial 1 parte) (Figura 8).
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El tiempo que permanecieron en esta solucion fijadora los apices radiculares fue
de 24 horas, siendo colocadas en esta solucién inmediatamente después del

proceso de pretratamiento.

Figura 8. Proceso de fijacion de cromosomas en solucién alcohol etilico y acido acético
glacial.

Hidrolisis

Para obtener una capa monocelular, el tejido somatico se hidrolizd, esto con el fin de
lograr una buena disociacion de las células meristematicas, una excelente y rapida

coloracion, al mismo tiempo, eliminar la grasa y el aceite celular.

En busca de una buena hidrdlisis se probaron 2 métodos:

Proceso enzimatico: en este proceso se utiliz6 enzimas comerciales celulasa y

pectoliasa) bafio maria por un espacio de 1 hora.

El segundo método consistid en poner los 4pices durante 5 horas a temperatura

ambiente en un complejo de enzimas (citasa) este complejo de enzimas se obtuvo del
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liquido estomacal del caracol de jardin Helix pomata (Figura 9). Este método de

hidrolisis es el mas confiable ya que nos causa dafio a las partes celulares.

Figura 9. Extraccion de caracolas "Helix pomata" y procesos de hidrolisis

Coloracion

Si el material pretratado, fijado e hidrolizado se aplastara e inmediatamente se le
impregnara con el medio de montaje se volveria tan transparente que su estructura no
se podria observar al microscopio. Para evitar esta dificultad el material debe de
colorearse para, hacer visible los componentes nucleares que nos interesa observar.

Inmediatamente después de la hidrolisis con el complejo de enzimas, los apices se
enjuagaron con agua destilada y luego fueron colocadas en la solucién colorante
carmin, que se elaboré de la siguiente manera:

A 100 ml de &cido propionico al 45% (45 ml de acido propidnico + 55ml de agua
destilada) se le agreg6 un gramo de carmin y ademas 1 ml de solucion alcohdlica de
sulfato férrico amoniacal al 1%, luego se calenté hasta la ebullicion dejandolo hervir

por 5- 10 min, posteriormente se dejo enfriar y se filtro.

38



Las raices permanecieron en este colorante por espacio de una semanay en seguida

se procedié a su examen microscopico.

Maceracion (técnica de squash)

Los 4pices previamente coloreados se maceraron para su examen, la forma de
estudiar el nimero, la morfologia y la conducta mitética de los cromosomas, es usando
“aplastados” de apices de raices. Los “aplastados” deberan mostrar células bien
separadas y aplanadas con los cromosomas bien tefidos, y destacando sobre un
fondo mas claro. Esto se logré ablandando primero el tejido mediante maceracion,
tinéndolo y aplicando presion sobre el para separar y aplanar las células. Lo anterior

se llevo acabo de la siguiente manera:

A. Se tomo una seccion delgada de un apice meristematico inmediatamente
después de la cofia se coloca en un porta objetos con una gota de carmin
propidnico. Con un bisturi se macera el tejido hasta obtener una masilla, se
le agrega una gota de acido propionico al 45% y se forma asi una
suspension al mezclar la masa con el acido. Se debe evitar que la cantidad
de esté fuera excesiva y eliminara materiales al utilizar el cubreobjetos.

B. Se calent6é ligeramente la preparacion en la flama de un mechero de
alcohol, luego se cubrié con una hoja de papel filtro y se presiond con la
yema de los dedos, siempre evitando movimientos laterales del
cubreobjetos. Enseguida se observd al microscopio las células, si estas
mostraban un intensa coloracion, se le agrego una gota de acido propionico

al 45% por los bordes del cubreobjetos, se volvio a calentar y se cubrié con
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papel filtro y se presiond con la yema de los dedos (Figura 10), si al observar
nuevamente la preparacion se obtenia la coloracion deseada, se procedia
a presionar para quitar el exceso de acido y dispersar mas los cromosomas
en el citoplasma. Finalmente, con una varilla de vidrio calentada en la flama
de una lampara de alcohol, se sellaron las preparaciones con una mezcla
fundida de parafina y cera de abeja por los bordes del cubreobjetos, y asi
obtener una preparacioén temporal. En seguida, se llevé a cabo el examen
microscoépico de las preparaciones seleccionadas y se procedié a buscar
las células en las cuales se pudiesen contar y observar los cromosomas, 0
sea aquellas que presentaron cromosomas no sobrepuestos vy
uniformemente extendidos. Después de localizar dichas células, se
procedio a realizar la microfotografia.

El ndmero cromosémico se determind mediante la observacion

microscoépica directa de los nucleos en division.

Figura 10. Maceracion, técnica de squash
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Procedimiento enzimatico para la obtencion de células en mitosis

El procedimiento enzimatico tiene los objetivos y los mismos pasos que el
procedimiento tradicional para la obtencion de células en mitosis, pero presenta

algunas variantes, los pasos son los siguientes

Hidrolisis:

Los &pices de raiz previamente tratados con el fijador pasan

A) Agua destilada dando primero 2 enjuagues para después dejarlos en agua
limpia 30 minutos

B) Al término de este tiempo se enjuagan nuevamente y se dejan otros 30 minutos
en agua destilada limpia

C) En seguida se pasan a acido clorhidrico 0.1 N por 10 minutos

D) Se quita el agua y se enjuaga 2 veces con agua destilada y se deja durante 30
minutos en agua destilada limpia

E) Posteriormente pasar los apices a buffer de citratos durante 30 minutos

F) Se cortan los meristemos y se pasan al tratamiento enzimatico con pectoliasa y
celulasa en bafio maria a 37°C durante minimo 50 minutos, en algunos casos
puede ser mas tiempo dependiendo del material utilizado.

G) Se quita la enzima mediante 2 enjuagues con agua destilada donde se dejan
durante 30 minutos para su posterior estudio microscopico (Figura 11).

H) Estudio microscépico: los meristemos ya tratados se extraen con una pipeta y
se colocan sobre un portaobjetos, con una gota de fijador farmer y con una

aguja curva de diseccién se desliza suavemente para extraer las células
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meristematicas sobre el portaobjetos, se enjuaga el portaobjetos con gotas de
farmer para eliminar residuos de tejidos, quedando lista la preparacion para la
observacion de células en el microscopio con contraste de fases, para observar
las células en un microscopio de campo blanco se le pone una gota de colorante

carmin y un cubreobjetos.

Figura 11. Proceso enzimatico, enjuagues de los apices, exposicion a la solucién Buffer
de citratos, bafio maria con las enzimas y corte de apices
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de material vegetal

El establecimiento de 4 cladodios en charolas de vermiculita con peat moss relacién
1:1, para la obtencién de apices radiculares produjo resultados efectivos, al cabo de 3-
6 dias después del establecimiento se encontré una alta produccién de raices (Figura
12). Ramirez (1984) recomienda en trabajos posteriores, usar una penca por clon, ya

gue con esta se obtienen suficientes raices.

Figura 12. Cladodios con apices radiculares de O. megacantha, O. microdasys y O.
rastrera.

Determinacion de la hora de corte

La mayor cantidad de células mitéticas se observaron en raices colectadas entre las
10:00 y 11:00 am en las tres especies evaluadas. Después de esta hora, la cantidad
de células en mitosis era menor por campo microscoépico (Cuadro. 3). Esto puede ser
explicado por el umbral de absorcion de nutrientes y agua para suplir las necesidades
en las diversas rutas metabdlicas, por lo cual se incrementa la divisién celular en los

apices radiculares en ese rango de horario.
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Swanson et al. (1981), menciona que el momento del dia en el cual las células se
multiplican con mayor rapidez varia de una especie a otra, pero por lo general, la hora
mitética se encuentra en las horas de la mafiana hasta aproximadamente las 11:00

am, lo que concuerda con este trabajo realizado.

Cuadro 3. Determinacién de la hora mitética de las tres especies evaluadas.

Especie O. megacantha O. microdasys O. rastrera

Hora mitdtica 10:00-10:30 10:00 -11:00 10:00-10:30

Pretratamiento

En la metafase, los cromosomas alcanzan su maximo grado de condensacion, se
encuentran individualizados y presentan una forma caracteristica que permite
diferenciarlos y clasificarlos morfolégicamente. Los inhibidores de mitosis actuan sobre
el proceso de formacion del huso acromatico impidiendo el paso hacia anafase y

causando el acortamiento y dispersion de los cromosomas.

Se determiné que el tiempo que debian durar las raices en el pretratamiento era de 4
horas, ya que este es el tiempo 6ptimo para que los cromosomas alcancen su maximo
acortamiento a menor tiempo, se presenta una sobreposicion de estos y se limita
totalmente su estudio. A menor tiempo los cromosomas se cortan impidiendo su

estudio.

El pretratamiento que dio mejores resultados fue la solucién acuosa saturada de

paradiclobenceno (CsH4Ci2), ya que actué mejor en el acortamiento cromosémico e
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inhibié también la formacidén del uso acromatico. Esto dio como resultado una gran

dispersion de cromosomas, lo cual facilitd su observacion y conteo de cromosomas.
Fijacion

Considerando que la accién del fijador fue la de penetrar y matar rapidamente las
células meristematicas y conservar lo mejor posible las caracteristicas morfolGgicas
gue tuvieron durante su vida; se define que el fijador con el cual se obtuvo mejores
resultados fue alcohol etilico absoluto 3 partes ya su penetracién es rapida en las
células y produce las menores alteraciones en la forma y estructura principalmente del

nacleo. El tiempo 6ptimo de fijacion fue de 24 horas.
Hidrolisis

Al momento de observar los cromosomas bajo el microscopio optimo, es importante
gue las células se encuentren dispersas formando una sola capa de células, evitando
asi la superposicion. Para lograr este objetivo se deben destruir tanto la pared celular

y la pectina de las uniones intercelulares.

La mejor hidrolisis se logré con el complejo de enzimas, al actuar este sobre los tejidos
por espacios de 5 horas, ya que estas enzimas actian sobre la lamina media celular y
facilitan una mayor dispersion celular al macerar las raices y eliminan todo el nacleo

celular de las células

Coloracién

En este caso, el colorante carmin propiénico dio mejores resultados en la tincion de

los cromosomas al actuar sobre estos y el citoplasma, tifiéndolos de un color rojizo. El
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citoplasma se logré decolorar con acido propionico al 45% al llevar acabo la
elaboracion de las preparaciones, hasta lograr decolorarlo y obtener asi un contraste

de tincion entre este y los cromosomas.

Determinacion de ploidia

Los resultados obtenidos en el andlisis citogenetico, en lo que se refiere al nimero
cromosomico somatico de las 3 especies de Opuntia, se evalub en cuanto a

localidades

Opuntia megacantha

De acuerdo a la determinacion del nivel de ploidia, por medio del analisis de células
en division mitdtica, para la especie Opuntia megacantha, colectada en la localidad
Rincén de los Pastores, Saltillo, se encontré que el numero cromosomico fue de 88,
donde de acuerdo al numero basico de X=11 (Pinkava et al., 1985; Majure et al.,

2012b) el nivel de ploidia corresponde a un octaploide (2n=8x=88).

Para la misma especie Opuntia megacantha colectada en la localidad San Martin
Ramos Arizpe, se determind que el nimero cromosomico es de 88, donde el nivel de

ploidia corresponde también a un octaploide (2n=8x=88).

En Opuntia megacantha colectada en la localidad P. Blanca Arteaga por medio del
analisis de células en division mitética, se encontr6 que su numero cromosémico

seguia siendo 88, por lo tanto el nivel de ploidia se mantenia Octaploide. (2n=8x=88)

En las colectas de esta misma especie Opuntia megacantha, en la localidad J. Ferniza

Saltillo también el analisis citogenético conservaron el nimero cromosémico de 88,
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con un nivel de ploidia octaploide (2n=8x=88). De acuerdo a los resultados obtenidos
se muestra que no hubo diferencias en cuanto al nimero cromosémico de la especie
Opuntia megacantha entre las cuatro localidades de colecta (Sosa y Acosta, 1966;
Pinkava et al., 1973, 1977, 1985, 1992; Palomino y Heras, 2001) reportaron variacion

en el nimero cromosémico de una misma especie. (Figura 13, Cuadro 4).

En un estudio cromosdmico realizado por Ramirez, (1984) en esta misma especie
Opuntia megacantha encontr6 los mismos resultados con respecto al nimero

cromosomico de 88 con un nivel de ploidia octaploide.

Cuadro 4. Numero cromosomico para Opuntia megacantha evaluado en cuatro

localidades del sureste de Coahuila.

Clave de Localidad Especie #Cel- Numero Nivel de
Colecta P Met cromosOomico | ploidia
R. Pastores .
22-1-16 Saltillo O.megacantha 56 88 Octaploide
San Martin
16-1-16 Ramos O.megacantha 52 88 Octaploide
Arizpe
P. Blanca .
03-1-16 Arteaga O.megacantha 55 88 Octaploide
J. Ferniza .
42-1-16 Saltillo O.megacantha 38 88 Octaploide

Figura 13. Células mitéticas de Opuntia megacantha. Octaploide (2n=8x=88)
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Opuntia microdasys

De acuerdo a la determinacion del nivel de ploidia, por medio del andlisis de células

en division mitotica, para la especie Opuntia microdasys, colectada en la localidad

C. Ancha Ramos Arizpe se encontrd que el nimero cromososmico fue de 22, donde
de acuerdo al nimero béasico de X=11 (Pinkava et al., 1985; Majure et al., 2012b) el

nivel de ploidia corresponde a un diploide (2n=2x=22).

Para la misma especie Opuntia microdasys colectadas en la localidad San Martin
Ramos Arizpe, se determinG que el nUmero cromosomico es de 22, donde el nivel de

ploidia corresponde también a un diploide (2n=2x=22).

En Opuntia microdasys colectada en la localidad Ramos Arizpe, por medio del analisis
de células en division mitotica, se encontré que su nimero cromosomico seguia siendo

de 22, por lo tanto el nivel de ploidia se mantenia en diploide (2n=2x=22).

En las colectas de esta misma especie Opuntia microdasys, en la localidad Jaralito
General Cepeda también el estudio citogenentico conservaron el nuamero
cromosémico de 22, con un nivel de ploidia diploide (2n=2x=22). De acuerdo con los
resultados obtenidos se muestra que no hubo diferencias en cuanto al nuamero
cromosémico de la especie Opuntia microdasys entre las cuatro localidades de colecta

(Figura 14, Cuadro 5)

48



Cuadro 5. Determinacion del nUmero cromosomico para Opuntia mocrodasys
evaluado en localidades del sureste de Coahuila.

Opuntia rastrera

NC | Localidad | Especie | #Cel-Met | _Numero  Nivelde
cromosomico | ploidia
C. Ancha,
13-1-16 | Ramos O.microdasys 55 22 Diploide
Arizpe
San Martin,
13-2-16 | Ramos O.microdasys 45 22 Diploide
Arizpe
11-2-16 ":"’.‘mos O.microdasys | 48 22 Diploide
rizpe
Jaralito,
23-1-16 | General O.microdasys 52 22 Diploide
Cepeda
- e
«» 4 * ‘.‘_
i B
- e =
- -
» = A )
e e

Figura 14. Células mitéticas de Opuntia microdasys. Diploide (2n=2x=22).

De acuerdo a la determinacion del nivel de ploidia, por medio del andlisis de células

en division mitética, para la especie Opuntia rastrera, colectada en la localidad C.

Ancha, Ramos Arizpe, se encontré que el nimero cromosémico fue de 44, donde de
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acuerdo al numero basico de X=11 (Pinkava et al., 1985; Majure et al., 2012b) el nivel

de ploidia corresponde a un tetraploide (2n=2x=44).

Para la misma especie Opuntia rastrera colectada en la localidad Pilar R, Parras, se
determiné que el nUmero cromosomico es de 44, donde el nivel de ploidia corresponde

también a un tetraploide (2n=4x=44).

Para la misma especie Opuntia rastrera colectada en la localidad Carbonera Arteaga,
se determiné que el niamero cromosomico es de 44, donde el nivel de ploidia

corresponde también a un tetraploide (2n=4x=44).

En Opuntia rastrera colectada en la localidad Saltillo por medio del analisis de células
en division mitética, se encontré que su nimero cromosémico seguia siendo 44, por lo

tanto el nivel de ploidia se mantenia tetraploide (2n=4x=44).

En las colectas de esta misma especie Opuntia rastrera, en la localidad General
Cepeda también el andlisis citogenético conservaron el nimero cromosomico de 44,
con un nivel de ploidia tetraploide (2n=4x=44). De acuerdo a los resultados obtenidos
se muestra que no hubo diferencias en cuanto al nimero cromosomico de la especie

Opuntia rastrera entre las cuatro localidades de colecta (Figura 15 y Cuadro 6).
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Cuadro 6. Determinacién del nimero cromosomico para Opuntia rastrera, evaluado

en localidades del sureste de Coahuila

NC | Localidad | Especie | #Cel-Met | _ Numero | Nivelde
cromosémico | ploidia
C. Ancha, | O.rastrera 45 44 tetraploide
Ramos
Arizpe
Pilar R, O. rastrera 50 44 tetraploide
Parras
Carbonera, | O. rastrera 38 44 tetraploide
Arteaga
Saltillo O. rastrera 55 44 tetraploide
General O. rastrera 48 44 tetraploide
Cepeda
. -
. e )
\ !\;r
' 4 ’ - -
) w (o A
- ‘ -
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Figura 15. Células mitéticas de Opuntia rastrera. Tetraploide (2=4x=44)
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CONCLUSIONES

La técnica del proceso enzimatico para la elaboracion de las preparaciones
cromosomicas en Opuntia resulto ser la mejor, ya que las células de los apices
radiculares se separaron con facilidad y generalmente se observaron cromosomas

bien coloreados y contrastados.

En la determinacién de ploidia efectuada se establece que las tres especies evaluadas

tienen diferente niumero cromosémico.

Los conteos cromosomicos indican la presencia de una especie diploide Opuntia
microdasys con un numero cromosomico de 2n=2x=22, otra especie tetraploide
Opuntia rastrera con 2n=4x=44, y una especie octaploide Opuntia megacantha se

2n=8x=88.

No se encontraron diferencias entre localidad, de acuerdo a su nivel de ploidia. Los
niveles encontrados son indicativos del amplio centro de origen de estas especies.
Conviene realizar estudios cariotipicos y meioticos para relacionarlos con el nivel de

ploidia.
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