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RESUMEN 

En el presente trabajo de investigación se identificó morfológica y molecularmente el 

hongo fitopatógeno (Pseudocercospora opuntiae) en sistemas productivos de nopal 

(Opuntia sps.) para fruta y verdura en México occidental (Ojuelos y Zapopan, Jalisco). La 

patogenicidad y virulencia del hongo se mostró en cladodios pre-cortados, en plantas 

completas en condiciones de campo, invernadero, in vitro y en Phaseolus vulgaris como 

una especie hospedera. Asimismo, se utilizaron distintos procesos de micropropagación y 

multiplicación de los genotipos seleccionados con aparente sanidad. En la obtención de 

callos el Picloram mostró un desempeño destacable aunque no se pudo obtener 

regeneración. No fue posible encontrar genotipos por su capacidad embriogénica. La 

propagación por trozos de cladodios resultó óptima para incrementar material seleccionado; 

los genotipos evaluados mostraron una respuesta diferencial en cuanto a número y longitud 

de brotes bajo las mismas condiciones ambientales y edad del cladodio. Se estableció un 

protocolo de germinación en semillas de diez cultivares de Opuntia sps. in vitro y ex vitro. 

La germinación se incrementó en un 40 % por escarificación mecánica. Se demostró que el 

ácido giberélico juega un papel esencial en la promoción de la germinación (por encima de 

90 %), mediante el aumento de la actividad amilolítica en las semillas germinadas. Por otro 

lado se obtuvo un extracto de Pseudocercospora opuntiae en el que se evaluaron 

actividades enzimáticas de amilasa, proteasa y celulasa enzimas relacionadas con la 

patogenicidad y virulencia del hongo. También se observó que el extracto fungíco tiene la 

capacidad de generar patogenicidad en explantes jóvenes de Opuntia sps. con síntomas 

similares a los generados por el hongo puro. A través de colectas a campo y pruebas de 

patogenicidad, se seleccionaron materiales resistentes y susceptibles a la enfermedad. Se 

realizó un análisis de ISSR con el DNA genómico de los genotipos de interés. Los 

resultados de ISSR fueron evaluados en un dendrograma y componentes principales; que 

mostró que existe un agrupamiento entre los genotipos obtenidos como resistentes (R) y 

susceptibles (S). Un aporte importante fue el perfil fitoquímico de elementos de defensa en 

cladodios de O. ficus-indica; los metabolitos analizados: taninos condensados, compuestos 

fenólicos totales, flavonoides, se encontraron en mayor cantidad en los genotipos 

resistentes en comparación con los susceptibles. Asimismo existen diferencias en el 

contenido de proteínas entre ambos genotipos. 
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ABSTRACT 

In this research the causal phytopathogenic fungus Pseudocercospora opuntiae disease in 

cactus pear production systems (Opuntia sps.) for fruit and vegetable in western Mexico 

(Ojuelos and Zapopan, Jalisco) was morphologically and molecularly identified. The 

pathogenicity and virulence of the fungus that was shown in pre-cut cladodes, whole plants 

under field and greenhouse conditions, in vitro explants and Phaseolus vulgaris as a host 

specie. Also, different micropropagation and multiplication processes of selected genotypes 

with apparent health were used. In callus generation, Picloram showed a remarkable 

performance but it could not produce regeneration. It was not possible to find genotypes 

with embryogenic capacity. Propagation by pieces of pads was optimal to increase the 

selected material. The evaluated genotypes showed a differential response in terms of 

number and length of sprouts under the same environmental conditions and cladode age. It 

was established a protocol on seed germination of ten Opuntia sps. cultivars in vitro and ex 

vitro. Germination was increased by 40 % using mechanical scarification. It was shown that 

gibberellic acid plays an essential role in promoting germination (above 90 %), as in the 

remobilization of carbohydrates, by increasing the amylolytic activity in germinated seeds. 

Moreover it was obtained an extract of P. opuntiae in this enzymatic activities of amylase, 

cellulase and protease were evaluated. These enzymes are related to pathogenicity and 

virulence of the fungus. It was also observed that the extract has the ability to generate 

pathogenicity in young Opuntia sps. explants. The fungal extract causes similar symptoms 

to those generated by pure fungus. Through field selection and pathogenicity tests, resistant 

and susceptible genotypes to the disease were selected. ISSR analysis of genomic DNA 

with genotypes of interest was conducted. ISSR results were evaluated in a dendrogram and 

principal components it showed that there is a grouping among the genotypes obtained as 

resistant (R) and susceptible (S). An important contribution of the study was the 

determination of phytochemical elements of defense against biotic factors in O. ficus-indica 

cladodes. Condensed tannins, total phenolic compounds, and flavonoids, were found in 

greater amounts in resistant genotypes compared to susceptible ones. There are also 

differences in the protein content between genotypes. 
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INTRODUCCIÓN 

 
Por mas de 9,000 años los nopales han sido consumidos por los habitantes de México y 

Colón los llevó a Europa en su segundo viaje en 1494, para evitar el problema de escorbuto 

(Kiesling, 1998).  

Opuntia ficus-indica (L.) Miller produce sabrosos frutos que se comercializan en más de 20 

países en todo el mundo; también puede ser materia prima para biocombustibles, la apertura 

de oportunidades de investigación que se ocupan de convertir su lignocelulosa en azúcares 

y alcoholes es amplia. Debido a los datos existentes, O. ficus-indica (L.) Miller es una 

planta modelo para la exploración de las relaciones entre alta y baja temperatura, relaciones 

hídricas, y la productividad de biomasa en ambientes actuales y futuros, siempre que se 

preserve su estado sanitario general (Nobel,  com. pers.).       

En 1992 investigadores de Chile y México mostraron que las opuntias podían tener una 

productividad de 50 t de materia seca por hectarea y por año (García de Cortázar y Nobel 

1992; Nobel y col., 1992). Esto supera la productividad anual de más de 99 % de todas las 

especies de plantas. Esta alta productividad ha sido aprovechada para el ganado vacuno, 

ovejas y cabras, especialmente en México, Chile, Perú, Brasil y Túnez; y en los últimos 

años Marruecos, y Argelia, sólo en México los cladodios se utilizan para el consumo 

humano a gran escala (Flores-Valdez, 2003).  

Según Inglese (2010), Perú cuenta con aproximadamente 35,000 ha naturalizadas dedicadas 

en su mayoría a la grana cochinilla. En Brasil existen cerca de 500,000 ha cultivadas 

destinadas a forraje. Italia cuenta con 2,500 ha cultivadas para producción de fruta y 

Argentina y Chile, cerca de 1,100 ha en cada país. También es importante en el norte de 

África (Argelia, Egipto, Libia, Marruecos y Túnez, entre otros); solamente en Túnez habría 

entre 500,000 y 600,000 ha cultivadas y se pueden encontrar superficies menores en 

Bolivia, España, Estados Unidos de América, Israel, Jordania, Sudáfrica y Venezuela. Dada 

la alta dispersión de estas especies, las estadísticas oficiales son escasas y no se dispone de 

información precisa sobre la superficie plantada de nopales y sus destinos: tuna, nopalito, 

forraje o producción de grana cochinilla (Saénz, 2006).  

El nopal es uno de los recursos más importantes de las zonas áridas y semiáridas de 

México. Como cultivo comercial está establecido en el Distrito Federal, Morelos, Estado de 
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México, Baja California Norte. En el estado de Jalisco se cultivan más de 2,400 ha para la 

obtención de fruta (tuna) y una superficie superior a las 1,500 ha para verdura (nopalito o 

cladodios tiernos); en términos de la producción nacional, representan una participación 

alrededor del 3 y 4 %, respectivamente, cifras significativas cuando se pondera la 

producción nacional anual, superior a 190,000 t de tuna y 600,000 t  de nopalito (SIAP, 

2013).    

Las opuntias tienen reproducción sexual y asexual, de forma sexual mediante semillas y 

asexual a través de los cladodios. Para el establecimiento de las plantaciones comerciales 

no se utilizan las semillas, ya que al provenir de polinización cruzada, la combinación 

genética de cada una produce un genotipo independiente, y por consiguiente las plantas 

resultantes son muy heterogéneas (Pimienta y col., 1995). Por ello las plantaciones se 

establecen de manera asexual, ya que se permite la selección de plantas con características 

deseables, como lo son vigor notable (mayor tamaño y peso), precocidad para pronta 

madurez y cosecha, buen estado de salud, resistencia a plagas y enfermedades (Ochoa, 

2013). Sin embargo se conoce que la variablidad que genera el cultivo de embriones 

cigoticos provenientes de semilla puede incrementar la resistencia frente a 

microorganismos fitopatógenos. Las semillas de Opuntia presentan baja capacidad de 

germinación y alta latencia Altere y col. (2006) por lo que las plantulas provenientes de 

semillas, han sido poco utilizadas en la resistencia a enfermedades. 

Los nopales al ser propagados comercialmente por cladodios, se considera que su 

diversidad genética es reducida (Mondragón-Jacobo, 2004), dicho procedimiento de 

propagación permite un incremento clonal de materiales genéticos con cualidades 

destacables, pero también potencialmente perjudiciales, para la proliferación de 

enfermedades (Fucikovsky, 2002), que en la actualidad han aumentado considerablemente, 

como consecuencia de factores abióticos como el aumento en los niveles de CO2 en la 

atmósfera que acompañan el cambio climático global (Nobel, 2011). El aumento de la 

temperatura atmosférica continuo puede causar desequilibrios metabólicos en las plantas y 

consecuentemente enfermedades.  

Según Méndez Gallegos y col. (2008) las enfermedades representan uno de los factores 

bióticos limitantes en el manejo agronómico de cualquier cultivo. En el caso particular del 

nopal, a pesar de la importancia social y económica que su cultivo y aprovechamiento 
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representan en el medio rural, los trabajos de investigación científica a nivel nacional, con 

respecto a las enfermedades son reducidos, por lo que el conocimiento y la literatura que 

existe sobre el tema es escaso, hecho ya consignado por Pimienta (1990) y Osorio y Soto 

(1994). Dicha tendencia ha permanecido invariable a través de estos años. Como 

consecuencia de lo anterior, se presenta una confusión entre la sintomatología y los agentes 

causales, lo cual dificulta su completa identificación y por ende su control. 

Diversas enfermedades se han asociado con el cultivo del nopal en México, entre las de 

mayor incidencia es el “mal de oro” causada por el hongo Alternaria alternata (Granata y 

Sidoti, 1997), pudriciones blandas de tipo bacteriano cuyo agente causal esta asociado con 

bacterias del genero Dickeya (Fusickovsky, 2002). 

En 1990 en el municipio de Tlanepantla, estado de México se detectó por primera vez la 

enfermedad conocida como mancha negra cuya sintomatología se caracterizaba por 

lesiones circulares dispersas en el tejido del cladodio, de consistencia acuosa al inicio de la 

enfermedad y con tejido seco y necrosado de la lesión, que marca el final de la 

sintomatología. Esta enfermedad  provocó en municipios del estado de México baja 

productividad y pérdida total de huertas (Morales y Hernandez, 2002). Respecto a la 

etiología de la enfermedad se mencionaba como agente causal a Colletotrichum 

gloesporoides (Osada y Cárcamo, 1991) y a Fusarium solani (Salinas y col., 2006). Sin 

embargo el primer estudio formal del agente causal de la enfermedad fue reportado por 

Ayala-Escobar y col. (2006) y Quezada Salinas y col. (2006), como Pseudocercospora 

opuntiae, aunque estudios actuales mencionan que el genero Fusarium podría ser el agente 

causal de la enfermedad (Salinas y col., 2006). 

El estudio propuesto por  Ayala-Escobar y col. (2006) fue en plantaciones del centro del 

país y describió poco sobre el ciclo de la enfermedad, procesos de infección, colonización, 

esporulación y crecimiento de P. opuntiae in vitro, lo cual se suma a la escasa información 

que existe sobre el género Pseudocercospora. 

En Jalisco la mancha negra se comenzó a detectar desde 1990 (Portillo, com. per.) y su 

incidencia se mantiene con un incremento drástico, al grado que plantaciones completas 

han sido devastadas. En los últimos cinco años, su presencia ha alcanzado hasta el 100 % 

de infección en plantaciones comerciales. Sin embargo no existe reporte sobre P. opuntiae 

como agente causal de la mancha negra en el estado, y a nivel nacional no se tienen 
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reportes sobre si existen diferencias en cuanto a la variabilidad genética y patogenicidad 

entre las especies de Pseudocercospora que atacan el nopal.  

La poca diversidad genética de la cual se inició la expansión del cultivo de nopal, con la 

consecuente reducción de la variabilidad genética de la especie Caruso y col. (2010);  

agravó la situación sanitaria de las plantaciones. El análisis molecular y bioquímico de las 

plantas enfermas comparativamente con las que presentan tolerancia o resistencia a la 

enfermedad de la mancha negra es una herramienta complementaria útil en la selección 

(Mondragón-Jacobo, 2001; Chessa, 2010).  

Dentro de los programas de mejoramiento genético, la inducción de variabilidad se obtiene 

mediante la obtención de semillas de polinización abierta en poblaciones cultivadas y 

silvestres o bien mediante la inducción de mutaciones. Entre las alternativas para las 

especies de reproducción asexual como el nopal, la selección dentro de nopaleras con 

aparente sanidad y posterior sometimiento a pruebas de patogenicidad es una alternativa 

viable para hacer frente a los problemas fitosanitarios que actualmente se presentan en el 

cultivo, ya que dentro de la variabilidad que se induce, se obtienen cambios en el material 

genético, con probabilidad de obtener plantas con resistencia a enfermedades fungosas 

como la causada por P. opuntiae (mancha negra). Asimismo el establecer un protocolo de 

germinación de semillas de Opuntia representa una fuente importante de variabilidad frente 

a la enfermedad provocada por P. opuntiae. 

Al tomar en cuenta que las selecciones que se generan en las especies perennes que se 

propagan de una manera asexual corresponden a cambios en las células somáticas, y por 

consiguiente no existe recombinación genética; se visualiza por consecuencia una ventaja 

en el mantenimiento y multiplicación vía cultivo de tejidos, por lo que en poco tiempo se 

puede disponer de una gran cantidad de plántulas para incorporarlas a producciones 

comerciales. 

Muestreos en plantaciones comerciales de nopal en Jalisco han permitido seleccionar 

plantas con genotipos resistentes al ataque de P. opuntiae, las cuales fueron sometidas a los 

postulados de Koch en condiciones contraladas (Ochoa y col., 2015).  

Con base en lo anterior es posible determinar la existencia de compuestos antifúngicos que 

pudieran ser sintetizados por los genotipos resistentes para contrarrestar el daño por P. 

opuntiae. 
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La síntesis de compuestos antifúngicos está relacionada con el sistema de defensa de la 

planta, en la producción de proteínas relacionadas con la patogenicidad (PR), tales como 

quitinasas, glucanasas y peroxidasas, cuya producción está relacionada con la interacción 

planta-patógeno, completando la integración del estudio. 
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HIPÓTESIS 

 

 

 

Existe variabilidad genética en el género Opuntia en la tolerancia a la enfermedad “mancha 

negra del nopal” cuyo agente causal es Pseudocercospora opuntiae. 
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo general 

 

Contribuir al conocimiento de la mancha negra del nopal mediante la selección, generación 

y multiplicación de genotipos resistentes o tolerantes, a través del uso de técnicas 

convencionales y biotecnológicas. 

 

 

Objetivos específicos 

 

 

Determinar morfológica y molecularmente el agente causal de la enfermedad “mancha 

negra” en sistemas productivos de nopal en Jalisco, México, así como su patogenicidad y 

tolerancia en especies hospederas.  

 

 

Obtener, establecer y multiplicar genotipos de Opuntia sps. con aparente tolerancia a la 

mancha negra Pseudocercospora opuntiae. 

 

 

Obtener plantas de nopal a partir de semillas producidas bajo polinización abierta.  

 

 

Estudiar el efecto del extracto fúngico extracelular e inóculo puro de P. opuntiae sobre 

plántulas nopal bajo condiciones in vitro. 

 
 

Determinar la variabilidad genética de las diferentes líneas de plantas seleccionadas como 

susceptibles, resistentes a P. opuntiae mediante marcadores ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeat). 

      
 
Evaluar e identificar en los genotipos resistentes mecanismos de defensa que pudieran 

afectar el desarrollo de P. opuntiae: proteínas de defensa (PR), metabolitos secundarios. 
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CAPITULO I 

 
 

 

 

 

 

“Mancha negra” causada por Pseudocercospora opuntiae en sistemas productivos de 

nopal en Jalisco, México. 

 

 

 

En este trabajo se estudió el agente causal de la mancha negra Pseudocercospora opuntiae 

en cuanto a su variabilidad morfológica y molecular, patogenicidad y virulencia en sistemas 

productivos de nopal verdura y fruta en Jalisco, México. La patogenicidad del hongo se 

demostró en cladodios de Opuntia ficus-indica (L.) Miller pre-cortados, plantas de campo e 

invernadero, en explantes in vitro y en plantas de frijol  (Phaseolus vulgaris). 

El estudio es el primero de verificación del agente causal de Jalisco.  

 

 

 

 

Este capítulo ha sido publicado en el Journal of the Professional Association for Cactus 

Development  JPACD, a continuación se incluye el artículo.  

 

 

 

 

 

 



Capítulo I 

 

9 
 

 
 

 

 

 



Capítulo I 

 

10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo I 

 

11 
 

 



Capítulo I 

 

12 
 

 



Capítulo I 

 

13 
 

 



Capítulo I 

 

14 
 

 



Capítulo I 

 

15 
 

 



Capítulo I 

 

16 
 

 



Capítulo I 

 

17 
 

 



Capítulo I 

 

18 
 

 



Capítulo I 

 

19 
 

 



Capítulo I 

 

20 
 

 



Capítulo I 

 

21 
 

 



Capítulo II 

 

22 
 

CAPITULO II 

 

Obtención, establecimiento y multiplicación de genotipos de Opuntia sps. con aparente 

tolerancia a la “mancha negra” Pseudocercospora opuntiae 

 

Introducción  

Procesos de micropropagación  

Existen tres procesos en los que se basa el cultivo de tejidos vegetales: proliferación de 

yemas axilares, organogénesis y embriogénesis somática. Los dos últimos pueden ser vía 

directa o indirecta, es decir, con o sin la formación de tejido desorganizado llamado callo 

(George, 2008). 

La proliferación de yemas tiene su origen en el rompimiento de la dominancia apical que 

repercute en la estimulación de las yemas laterales o axilares (areolas), puede inducirse 

mediante la aplicación externa de reguladores de crecimiento del tipo citocininas en los 

medios de cultivo. Es una técnica que en teoría permite mantener la fidelidad genética de 

las plantas propagadas y es el método de micropropagación más aplicado y rentable en la 

propagación comercial in vitro (Pérez-Molphe y col., 1999; George, 2008). 

La organogénesis o producción de brotes adventicios son brotes aéreos y raíces que pueden 

ser inducidos sobre el tejido del explante original (organogénesis directa) o a partir de callo 

(organogénesis indirecta). En general, para obtener plantas por esta vía se requiere la 

inducción de brotes aéreos, el desarrollo y multiplicación de los mismos, así como su 

enraizamiento. Este proceso resulta muy atractivo, al obtenerse una propagación rápida con 

pequeñas secciones de tejido (Pérez-Molphe y col., 1999; García-Saucedo y col., 2005). 

La embriogénesis somática (ES), in vitro ha surgido como una nueva vía de propagación y 

constituye una herramienta de trabajo para la conservación in vitro de germoplasma y el 

mejoramiento genético (Das y col., 2002).  

La embriogénesis somática tiene su origen en la capacidad totipotencial de las células 

(George, 1993), la cual es una característica que teóricamente tienen todas las células 

vegetales para desarrollar nuevos individuos genéticamente idénticos a la planta de 

procedencia (George, 1993; Pérez-Molphe y col., 1999). Las células somáticas dentro de la 

planta contienen la información genética necesaria para crear una planta completa y 

funcional. La expresión temporal y espacial de los genes es fuertemente regulada para 
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permitir la diferenciación de varios sistemas de órganos, así como el desarrollo de una 

planta (Evans y col., 1981). 

La embriogénesis somática induce estructuras parecidas a un embrión, donde el embrioide 

es un nuevo individuo que proviene de una célula no sexual (Haccius, 1978). 

Para el caso de las dicotiledóneas, la embriogénesis somática pasa por los estados de 

desarrollo globular, corazón  y torpedo (George, 2008), las dos últimas análogas a los 

estados escutelar y coleoptilar de las monocotiledóneas. 

Los embrioides se pueden obtener de forma directa e indirecta, sin embargo, éstos no se 

clasifican como órganos, porque estas estructuras tienen una existencia independiente del 

cuerpo de la planta o callo de origen (Dodds y Roberts, 1985), sin conexión vascular con 

las células donde se generó. Este proceso es posible gracias a que las células vegetales 

responden a una gran variedad de señales del ambiente y de la misma célula, que están 

involucradas en el control de la división celular, elongación, polaridad y diferenciación 

(Dodeman y col., 1997).  

La inducción exitosa de los embriones somáticos y su conversión final en plantas viables no 

es rutina eficiente para la mayoría de las especies (Lema-Rumiñska y Kulus, 2014). 

La secuencia de eventos de las fases de desarrollo de la ES se caracterizan por distintos 

acontecimientos bioquímicos y moleculares (Fujimura y Kumamine, 1980). Así, cuanto 

más se acerca el patrón de expresión génica de embriones somáticos con los embriones 

cigóticos, mayor será la probabilidad de obtener sistemas regenerativos de alta eficiencia 

(Merkle y col. 1995). La primera fase de la ES es la etapa de inducción en el que las células 

somáticas adquieren competencia embriogénica ya sea directa (sin una etapa de 

desdiferenciación) o indirectamente (por desdiferenciación e implica una fase de callo). 

Después del estímulo apropiado, esta fase es seguida por la expresión o la iniciación de ES 

en la que células o proembriones competentes comienzan a desarrollar. Finalmente, durante 

la maduración, la germinación de embriones somáticos anticipa la acumulación de reservas, 

esto sólo es posible si las células son competentes y reciben los estímulos inductores 

apropiados. 

Dos categorías de condiciones inductivas permiten a las células diferenciadas desarrollarse 

en células indiferenciadas competentes, estos son reguladores del crecimiento vegetal 

(RCV) (niveles celulares internos y/o externos) y los factores de estrés (choque osmótico, 
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deshidratación del medio de cultivo, estrés hídrico, iones de metales pesados, alteraciones 

de pH del medio de cultivo, tratamientos térmicos, hipoxia, antibióticos, radiación 

ultravioleta, y tratamientos mecánicos o químicos) (Potters y col., 2007; Lincy y col., 

2009). Existe una amplia evidencia de que los RCV actúan como señales centrales para 

reprogramar células somáticas hacia vías embriogénicas. Las auxinas son consideradas los 

reguladores de crecimiento más importantes que regulan la inducción de ES. El contenido 

endógeno y la aplicación de auxinas exógenas son a su vez factores determinantes durante 

la fase de inducción (Puigderrajols y col., 2001;  ema-Rumi s a y Kulus 2014). Los 

niveles de hormona internos son extremadamente variables en células competentes de 

diferentes especies y genotipos. Por estas razones, otros factores deben estar involucrados 

en la determinación de la competencia de los explantes. 

Con base en la amplia variación de inductores, la ES no puede ser definida como una 

respuesta específica a uno o más reguladores de crecimiento exógenos aplicados. Por el 

contrario, estas observaciones indican que el estrés desempeña un papel crítico como un 

estímulo embriogénico. 

El uso de algunos agentes osmóticos como polietilenglicol PEG, manitol, sacarosa o 

sorbitol, también puede tener efectos positivos en la maduración de embriones somáticos, 

así como la presencia de nitrógeno, suplementado en forma de nitrato, amonio, 

aminoácidos individuales y/o caseína hidrolizada es un requerimiento indispensable para la 

histodiferenciación del embrión y su maduración (Merkle y col., 1995). Fuentes y col. 

(2000) sostienen que, el nitrato de plata desempeña un papel importante en la regulación de 

la embriogénesis somática de Coffea canéphora P. 

Feher y col. (2003) sugirieron que el ácido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) funciona como 

un producto químico de estrés, así como una auxina sintética eficiente en la inducción de 

ES, en  zanahoria se requiere 2,4-D para la iniciación de ES y puede seguir adelante por su 

cuenta, mientras que la eliminación de 2,4-D desde el medio de inducción puede ser 

importante para controlar la polaridad celular, que es el primer evento citológico en la fase 

de iniciación. Por esta razón el 2,4-D no sólo imita auxinas, sino también, pueden inducir 

preferentemente las respuestas al estrés en las células vegetales similares a otras 

condiciones de estrés. 
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Propagación in vitro de Opuntia sps.  

La propagación de Opuntia sps. por cultivo de tejidos vegetales se inició en la década de 

los 80s, los que tuvieron éxito están relacionados a la micropropagación a través de yemas 

axilares y se hicieron con el objetivo de incrementar la cantidad de plantas seleccionadas 

con características deseables homogéneas (Escobar y col., 1986; Estrada-Luna y col. 2008; 

Lema-Rumiñska, 2014).  

Escobar y col. (1986) informaron sobre la inducción de brotes de plántulas cortados (en 

forma transversal y longitudinal) y expuestos a diferentes concentraciones de benciladenina 

BA en Opuntia amyclaea Tenore. Mohamed-Yaseen y col. (1995) evaluaron la respuesta de 

los brotes cortados en secciones de O. ficus-indica (L.) Miller a diferentes concentraciones 

de BA y ácido naftalenacético ANA. 

Llamoca-Zárate y col. (1999) evaluaron en el cv “Gigante” de  O. ficus-indica (L.) Miller el 

efecto del BA a diferentes concentraciones, con o sin ácido giberélico AG3. Los resultados 

en todos estos trabajos sugieren que la respuesta a los reguladores de crecimiento está 

relacionada con el genotipo y las condiciones de trabajo específicas. 

En Opuntia existen reportes sobre procesos morfogénicos en varias especies, en particular 

para O. ellisiana Griff. estudiaron diferentes protocolos de desinfección, se aislaron areolas 

y se cultivaron suplementando el medio basal Murashiege y Skoog, 1962 MS con sacarosa 

y diferentes combinaciones de la citocinina bencilaminopurina BAP y ácido (indol-3) 

butírico AIB (Juárez y Passera, 2002). Con O. lanigera Salm-Dyck se estudiaron diferentes 

orientaciones del explante (vertical y horizontal), y tipos de citoquinina (BA y 6-furfuril 

amino purina KIN) (Estrada-Luna y col., 2008). 

En procesos de organogénesis con Opuntia ficus-indica (L.) Miller (García-Saucedo y col., 

2005; Angulo-Bejarano y Paredes-López, 2011) y embriogénesis somática (Santacruz-

Ruvalcaba y col., 1998; Gomes y col., 2006) se han reportado con éxito diverso. El 

aumento del valor económico del nopal y sus frutos a través de la biotecnología ha sido 

enfatizado por Cruz-Hernández  y Paredes-López (2010). 

La idea de generar plantas de Opuntia con características superiores mediante la utilización 

de técnicas biotecnológicas sigue en consideración (Cruz-Hernández y Paredes-López 

2010; Lema-Rumiñska y Kulus, 2014), a pesar que la micropropagación para productores 

de opuntias ha dejado de ser atractiva, ya que al parecer no están convencidos de los 
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beneficios potenciales que ofrecen este tipo de técnicas (Paredes y col., 2006). Sin 

embargo, muchas instituciones de investigación mantienen proyectos sobre cultivo de 

tejidos de opuntias con fines diversos. Además la creciente demanda de los países 

emergentes en el cultivo justifica la necesidad de tener protocolos estandarizados en 

cuestiones de seguridad sanitaria y por consiguiente la selección y multiplicación de plantas 

resistentes a las enfermedades (Portillo com. pers.). 

 

Propagación por trozos de cladodios 

 

El éxito evolutivo y ecológico de Opuntia sps. puede explicarse en parte en función de la 

riqueza de las modalidades de su reproducción.  

La propagación a través de partes vegetativas es considerado el método más importante en 

poblaciones cultivadas y naturales en México (Pimienta, 1995). En zonas áridas como el 

Este de Texas, las poblaciones naturales son establecidas por semilla (Felker com. pers.).  

La reproducción sexual parece ser más compleja y arriesgada en comparación con la 

multiplicación vegetativa, ya que el primero implica más etapas y procesos (botón floral, 

antesis, flor, la polinización, la fruta, la producción de semillas, la dispersión, germinación, 

plántulas desarrollo y crecimiento) hasta que un individuo crece (Nerd y Mizrahi, 1995; 

Pimienta y del Castillo, 2002). El estado de plántula es muy vulnerable ya que intervienen 

procesos como la polinización y dispersión de semillas, dependen de la interacción con 

animales (Mandujano y col., 1998) además de ser un proceso que implica mayor tiempo. 

Un individuo que se desarrolló a partir de una semilla tiene una baja probabilidad de 

alcanzar la edad reproductiva (Mandujano y col., 2001). 

La ventaja de la reproducción sexual en Opuntia es la producción de individuos 

genéticamente únicos, que contribuyen a mantener la variabilidad genética de especies, así 

como tener el potencial de ser dispersado más fácilmente (Montiel y Montan, 2000). En 

contraste con la reproducción por semillas, la multiplicación vegetativa en Opuntia parece 

ser un proceso menos complejo (prácticamente, sólo requiere partes vegetativas, que son 

generalmente grandes y protegidas por espinas) con una alta probabilidad de convertirse en 

individuos adultos (Bobich y Nobel, 2001). Básicamente, las dos variantes principales 

derivan morfológicamente de las areolas, ya que sus meristemos dan lugar al crecimiento 

vegetativo, a través de los brotes o raíces. 
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Uno de los inconvenientes de la multiplicación por cladodios es que produce organismos 

genéticamente idénticos a la planta madre, lo que reduce la variabilidad de la población, en 

general implica menores oportunidades para la dispersión a largo plazo (Bobich y Nobel, 

2001). Esto se convierte en una ventaja cuando se quiere incrementar genotipos 

seleccionados. 

Teniendo en cuenta lo anterior el objetivo del presente estudio fue establecer, multiplicar e 

incrementar genotipos de Opuntia sps. resistentes a P. opuntiae a través de diferentes 

procesos del cultivo de tejidos y de multiplicación.   

 

Materiales y métodos 

Establecimiento y propagación in vitro del material vegetal  

Para la obtención del material vegetal de Opuntia, se seleccionaron en ambientes 

discriminantes plantas con “aparentemente sanidad” dentro de nopaleras comerciales, que 

se denominaron resistentes (R) y tolerantes (T) de Santa Lucía y San Esteban, Zapopan (20º 

79´ 12” N; 103º 37´ 30” O y 1,420 msnm). Asimismo se utilizaron plántulas provenientes 

de semillas de Ojuelos, (21º 43' 42” N, 101º 39´ 30” O; 2,280 msnm) Jalisco. Cada uno se 

consideró como un genotipo independiente, mismos que fueron identificadas con números 

consecutivos G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 y G8. 

 

Desinfección del material vegetal 

Se emplearon ápices de brotes que contenían de 3-4 aréolas, puntos meristemáticos en las 

Opuntias, el número de aréolas es importante y debe tenerse en cuenta ya que de esto 

dependerá el número de brotes obtenidos por explante. Todo el material vegetal se 

estableció en condiciones asépticas, para lo cual se lavó con jabón neutro y agua destilada, 

para posteriormente pasarlo por un proceso de desinfección (Anexo 2). Una vez 

desinfectados las partes afectadas por el proceso se eliminaron con bisturí. 

 

Proliferación de yemas axilares  

Para la proliferación de yemas el material vegetal seleccionado de Opuntia se estableció en 

medio MS (Murashige y Skoog, 1962), adicionando 1.1; 2.2 y 3.3 mg·L
 -1

 de la citocinina 

benciladenina (BA) y 7 g·L
-1

 de agar (Sigma ®). En este medio de estimulación (MSE) 
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estuvieron los materiales por espacio de 30 d. Posteriormente se transpasaron, a medio 

basal MS sin reguladores de crecimiento durante 30 d. 

Todos los medios de cultivo que se mencionan a lo largo del presente documento, se 

ajustaron a pH 5.8 previo a la esterilización en autoclave (121 °C de temperatura a 1.2 

kg·cm
-2

 de presión durante 15 min) y se incubaron bajo las condiciones indicadas en el 

Anexo 3. 

Callos 

Para la inducción de callos se utilizarón los genotipos G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 y G8 que se 

establecieron en medio MS suplementado con 0.05 mg.L
-1

 PIC, 0.5 mg.L
-1

 BA, 20 g.L
-1

 de 

sacarosa y 0.5 mg. L
-1

 BA más 0.5 mg. L
-1

  2.4-D. A todos los tratamientos se les agregó 

0.1 g.L
-1

 de ácido ascórbico para evitar oxidación del tejido frecuente en las opuntias. 

Todos los experimentos se efectuaron en condiciones de oscuridad a 27 ± 2 °C. 

 

Embriogénesis somática  

Las dosis de los reguladores de crecimiento empleados en los protocolos de inducción de 

embriogénesis somática, fueron las únicas documentadas, mismas que se detallan más 

adelante.  

Se aplicaron las dosis en la regeneración de Opuntia sps. vía embriogénesis somática 

directa, mediante el cultivo de ápices: MS (Murashige y Skoog, 1962) con 0,1, 0,5 y 2,0 

mg.L
-1

 PIC, en condiciones de oscuridad (Gomes y col., 2006). También se aplicó el 

protocolo de Santacruz y col. (1998), se empleó la auxina ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D) y la citocinina BA en dosis de 0.5 mg·L
 -1

 y 0.5 mg·L
 -1

.  

La fase experimental se llevó a cabo en medios sólidos. 

Se realizaron varios experimentos preliminares que no se describen, pero que sirvieron de 

soporte para estructurar posteriormente otros experimentos. 

 

Selección de callo  

Se evaluaron ocho genotipos, obtenidos de la germinación de semillas de O. ficus-indica 

(L.) Miller (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7 y G8), de cada uno se tomaron trozos del explante sin 

tejido meristemático y se colocaron en cajas de Petri con 25 mL de medio de inducción, 
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con cuatro repeticiones. Después de 30 d, los diversos tipos de callos generados se 

individualizaron para permitir la expresión embriogénica. 

 

Polietilenglicol 

Se emplearon los genotipos G3 y G4  por presentar la mejor formación de callos se 

colocaron en 15 g·L
-1

 PEG Polietilenglicol PM ≅ 3,350 Sigma
®
 como agente osmótico y 

sin PEG, para evaluar el efecto osmótico del mismo sobre explantes de Opuntia. Para cada 

uno de los tratamientos se realizaron ocho repeticiones. 

 

Hidrolizado de caseína 

Los genotipos G1, G2, G3 y G4 se utilizaron para realizar un experimento con tres niveles de 

caseína hidrolizada 0, 250 y 500 mg·L
-1 

con cuatro repeticiones para evaluar la capacidad 

embriogénica en ausencia de luz. De esta forma se tuvieron cuatro genotipos que se 

repitieron seis veces cada uno para dar un total de 24 unidades experimentales. 

 

Azúcares 

Los genotipos G1 y G2 se emplearon para realizar un experimento con dos concentraciones 

de sacarosa 3 y 6 % con el objetivo de inducir embriogenesis. Cada tratamiento con cinco 

repeticiones para dar un total de 20 unidades experimentales, conformadas por dos callos 

cada una. Estos tratamientos fueron seleccionados con base en experimentos previos datos 

no mostrados.  

 

Explantes de raíz, hipocotilos y cotiledones 

Se realizó un experimento para evaluar la producción de callos en tres tipos explantes: 

raíces blancas terminales, hipocotilos, y cotiledones, del genotipo “Reyna” (Ry) O. 

albicarpa, provenientes de semillas de Ojuelos. La inducción se realizó con 0.1 mg·L
-1 

PIC 

y 0.5 mg·L
-1 

BA. Los tratamientos generados contaron con tres repeticiones conformadas 

cada una por diez cotiledones, raíces e hipocotilos.  
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Multiplicación por trozos de cladodios 

 

Se eligieron cladodios de al menos un año de edad, en su tamaño final de crecimiento, de 

los genotipos denominados: R1, R3, R2, R4  y S seleccionados a partir de pruebas de 

patogenicidad (Capítulo 1).  

Los cladodios se cortaron en trozos con al menos tres aréolas en cada trozo, el instrumental 

empleado se desinfectó previamente, se obtuvieron un promedio 28 trozos de cada 

cladodio. Los trozos se sumergieron en alcohol etílico AZ
®

 96º G.L. sin desnaturalizar 

(Figura 1a). Se dejaron secar sobre una rejilla y papel, a la sombra. Los trozos fueron 

sumergidos durante 1 min en una solución de ácido indolacético (IAA) 1mg.mL
-1

 Sigma-

Aldrich
®
 y se colocaron sobre una bandeja de 6 cm de profundidad con vermiculita como 

sustrato (Figuras 1b y c). Se regaron semanalmente con una solución de agua con 15 mL de 

hipoclorito comercial cada 10 L. Todo el experimento se realizó en condiciones de 

invernadero, con un promedio de intensidad lumínica (luxes) otoño-invierno 2014, medido 

de 12-13 h 496.6 luxes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Figura 1 a) Desinfección de los trozos de cladodios de los genotipos R1, R3, R2 , R4  y S, b) 

secado y c) plantación en bandejas. 

 
Análisis estadístico 

Para la evaluación de proliferación de yemas, se realizó un análisis de varianza (ANVA) 

bifactorial con la prueba de Tukey HSD p ≤0.05%, utilizando el programa estadístico 

Statgraphics Centurión
®
. Se evaluaron los factores genotipo: (Tolerante y Resistente) y el 

factor concentración de BA (1.1, 2.2 y 3.3 mg.L
-1

). Por cada tratamiento se realizarón 4 

repeticiones. La variable de respuesta analizada fue el número de brotes evaluados con la 

comparación múltiple de medias. 

a b c 
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Para la multiplicación por trozos se empleó la misma prueba estadística evaluando el 

genotipo respecto a las variables número y longitud de brotes.  

 

Resultados y Discusión 

 

Proliferación de yemas 

Los dos genotipos seleccionados con aparente sanidad que se establecieron para 

proliferación de yemas mostraron diferencias significativas (p ≤0.05) en el número de 

brotes por explante en el período de estimulación, sin diferencias entre dosis de BA, aunque 

con una tendencia de la dosis intermedia a registrar los mayores valores. En los medios de 

estimulación el mayor número de brotes después de 30 d de la inducción se presentó en el 

genotipo R, con una concentración de BA de 2.2 mg.L
-1

 (Figura 2, Cuadros 1). Estos 

resultados no presentaron interacción entre los dos factores evaluados (genotipos y dosis de 

BA) lo que no concuerda con lo reportado para varios cultivares de Opuntia ficus-indica 

(L.) Miller y dosis de BA por Llamoca-Zárate y col. (1999) y Zuñiga (2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Número de brotes generados durante el período de estimulación para dos 

genotipos, promedio de tres dosis de BA. Genotipo tolerante (T) línea azul, resistente (R) 

línea roja. 
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Cuadro 1 Evaluación del número de brotes de los genotipos R (resistente) y T (tolerante) 

durante el período de estimulación con diferentes concentraciones de BA. 

 

Genotipo Concentración 

BA mg.L
-1

 

Brotes por 

explante 

T 1.1 4.3 

T 2.2 5.3 

T 3.3 5.0 

R 1.1 7.0 

R 2.2 9.6 

R 3.3 8.0 
 

 

Esta respuesta es común en el reino vegetal, y está ligada a la reacción de cada genotipo a 

señales celulares y del ambiente, como son las hormonas y la luz (Dodeman y col., 1997). 

Este efecto ha sido reportado para varias especies de Opuntia (Escobar y col., 1986; Juarez 

y col., 2002; Estrada-Luna y col., 2008).  

Por otro lado los explantes que se utilizaron durante el período de estimulación fueron 

colocados en el medio basal MS sin reguladores de crecimiento generándose diferencias 

significativas (p ≤0.05) entre genotipos en el número de brotes, con mayores valores para el 

genotipo T (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Número de brotes en medio basal MS, genotipo tolerante (T) línea azul, resistente 

(R) línea roja. 

 

El genotipo tolerante presentó la mayor cantidad de brotes en aquellos explantes que 

provinieron de las concentraciones de BA de 2.2 y 3.3 mg.L
-1

 aunque las diferencias entre 
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concentraciones de BA aplicadas en el período de estimulación no fueron significativas 

(Cuadros 2). En general de acuerdo a estudios previos realizados por varios autores en 

Opuntia sps. para proliferación de yemas axilares, bajos o nulos niveles de auxina en 

combinación con moderados a altos niveles de citocininas mostraron los mejores resultados 

(Angulo-Bejarano y Paredes-López 2012).  

 

Cuadro 2 Evaluación del número de brotes de los genotipos R (resistente) y T (tolerante) en 

medio MS en explantes que provinieron del período de estimulación tratados con diferentes 

concentraciones de BA. 

 

Genotipo Concentración 

BA mg.L
-1

 durante el 

período de 

estimulación 

Brotes por 

explante 

T 1.1          13.0  

T 2.2 15.6 

T 3.3 19.0 

R 1.1   9.3 

R 2.2   9.0 

R 3.3   1.3 
. 

 

En el Figura 4 se puede observar una interacción significativa entre el genotipo y la 

concentración de BA ya que el número de brotes se redujo en mayor medida a la dosis de 

2.2 mg.L
-1

 que en el resto de las dosis al comparar el genotipo R (resistente) con el T 

(tolerante). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 Interacción entre genotipo R (resistente) y T  (tolerante) y concentracion de BA 

utilizada en el período de estimulación para el número de brotes por explante generados 

durante durante el periodo en MS. 
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Formación de callo 

Relativamente poco se ha informado sobre el establecimiento de cultivos de callos y 

organogénesis de cactos. Llamoca-Zárate y col., (1999) desarrollaron un método para la 

producción de callos y la suspensión de células en O. ficus-indica (L.) Miller. Estos autores 

afirmaron que estos tipos de células podrían ser utilizados en la transformación con 

Agrobacterium tumefaciens, pero no obtuvieron ninguna evidencia de regeneración.  

Durante el período de inducción se observaron diferentes colores y formas en los callos 

obtenidos. La mayoría de los callos eran compactos y mostraron una amplia variación en el 

color verde, que eran diferentes a la de los explantes iniciales. Algunos callos mostraron 

una reducción visible en la producción de clorofila, mientras que otros tenían algunas zonas 

de color marrón, que podrían ser causa de una oxidación fenólica (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5  Diferentes tipos callos de Opuntia ficus-indica (L.) Miller con oxidación.  

 

El crecimiento de callo óptimo se observó en medio MS suplementado con 0.05 mg.L
-1

 

PIC, 0.5 mg.L
-1

 BA 20 g.L
-1

 de sacarosa y 0.5 mg.L
-1

 BA más 0.5 mg.L
-1

 2,4-D. Estos 

resultados concuerdan con Angulo-Bejarano y Lopez-Paredes (2011) quienes sugieren que 

la formación de callos se produce cuando se añaden niveles similares de auxina y 

citoquinina en el medio. Por lo tanto, la relación entre estos dos reguladores de crecimiento 

constituye un factor crítico que desencadena los eventos de desarrollo in vitro. Sin embargo 

los callos perdían peso y mostraron graves problemas de oxidación,  a pesar de los 

tratamientos aplicados que impidió un desarrollo favorable. 

 

 

 

10 mm  
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Inducción a embriogénesis somática 

Los ocho genotipos establecidos provenientes de semillas formaron callo con variable 

tamaño y color. Este comportamiento se ha asociado a que los genotipos de semillas 

provienen de una polinización cruzada y por lo tanto presentan variabilidad, en tanto los de 

trozos de cladodios tienden a tener menor variabilidad, debido a la propagación vegetativa 

usual en opuntias (Gomes y col., 2006). Pero también puede deberse al estado juvenil del 

explante, ya que las plántulas de semilla ofrecen un alto grado de respuesta, al presentar 

una competencia celular más alta (George, 2008). Para la evaluación de la formación de los 

callos se estableció una escala arbitraria de frecuencia: Alta: cuando el 70-100 % del 

genotipo formaba callo, Media: cuando el 30-70 % formaba callo y baja cuando 0-30 % del 

genotipo formaba callo (Cuadro 3). 

 

Cuadro 3 Frecuencia de formación de callos generados por los genotipos G1, G2, G3, G4, 

G5, G6, G7 y G8 provenientes de semillas de Opuntia ficus-indica (L.) Miller. Resultados 

luego de 2 meses de cultivo con inducción 0.5 g.L
-1

 BA, 0.05 g. L
-1

 PIC. 

 

Genotipo  Frecuencia de formación de callos  

G1 Media  

G2 Baja  

G3 Alta  

G4 Media 

G5 Media 

G6 Baja 

G7 Baja 

G8 Media 
 

Durante los experimentos realizados para inducir la embriogénesis somática de Opuntia 

sps., se pudo observar que los realizados con PIC fueron los que mejor desarrollaron callos, 

pero no se tuvo la oportunidad de observar las diferentes etapas de desarrollo, ya que los 

callos sólo perdían peso, observándose diferencias en la producción de callo de acuerdo al 

genotipo (Figura 6). 

 

 

 

        

 

a b 
10 mm  10 mm  

Figura 6 Diferencias en la formación de callos de acuerdo al genotipo a) G3  b) G8. 
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Un aspecto importante a resaltar, es que a pesar de formar callo, aunque se asuma que todas 

las células son igualmente totipotentes y que los factores inductores se encuentran 

disponibles de forma homogénea en un medio, la habilidad embriogénica está limitada a 

una fracción de la población celular (Dodeman y col., 1997)  

Los genotipos evaluados presentaron un desempeño embriogénico nulo. Este 

comportamiento ha sido reportado con anterioridad en diversas especies de cactos 

(Santacruz y col., 1998).  

Varios genotipos mostraron oxidación en los explantes, entre los que fue más intenso, 

destacaron G1, G2 y G8 en tanto que los genotipos G3, G4 y G5  produjeron callo abundante y 

sin presencia de oxidación. En estos últimos genotipos, se observó un callo blaquecino con 

estructuras globosas compactas.  

La presencia de callo no fue siempre similar en los diferentes genotipos y tuvo una 

ocurrencia muy errática, sobre todo por la presencia de oxidación incluso en las masas 

celulares que conformaban el callo. La oxidación impide el subsiguiente desarrollo de los 

linajes celulares que deben conformar el embroide en formación.  

La ubicación de características físicas por si mismas en los materiales no embriogénicos, no 

ofrece información completa sobre la influencia del genotipo en el mecanismo involucrado 

en el establecimiento de la embriogénesis somática (Da Costa y col., 2001).  

Asimismo, algunos genotipos presentaron demasiada oxidación, lo que hizo más difícil que 

los tejidos se desorganizaran, requisito indispensable para producir callo. Aunque el 

genotipo G3 produjo más callo que otros, frecuencia alta 70-100 % de formación de callo 

(Cuadro 3) la oxidación persistió aún con los tratamientos empleados para evitarla; sin 

embargo las características observadas no dejan mucho que se puede resumir, ya que 

ninguno de los tratamientos facilitó la generación de embriogénesis. Esta información 

pudiera ser de utilidad para genotipos que muestren oxidación moderada. La presencia 

diferencial de la oxidación en los genotipos, parece estar ligada a los sistemas de defensa al 

estrés por temperatura (Ali y col., 2005). 

No fue necesario realizar análisis estadísticos, ya que la respuesta fue igual para todos los 

tratamientos. No fue posible ubicar grupos de genotipos por su capacidad embriogénica, a 

pesar de haber repetido el experimento en cuatro ocasiones. 
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Explantes de raíz, hipocotilos y cotiledones   

En los tres experimentos realizados con el cultivar Reyna (Ry) (cotiledones, hipocotilos y 

raíces) la generación de callo se formó primero en los explantes provenientes de hoja que 

aquellos de raíz e hipocotilos, pero luego de 20 d todos los explantes mostraron callo, 

aunque en menor cantidad en los explantes de raíz, lo que se esperaba debido a que existe 

mayor cantidad de células en los explantes de hoja que en raíz, además diferentes tipos de 

explantes se comportan de manera diferencial, esto coincide con lo reportado por Llamoca-

Zarate y col. (1999). El aspecto de los callos generados en ambos tipos de explantes fue 

muy diferente, el callo obtenido de hoja fue más variable que el de hipocotilos (Figura 7 a y 

b). En cambio el tipo de callo generado de raíz, aunque también friable o compacto, su 

aspecto era más lustroso, se observaron sectores verdes-cremosos (Figura 7 c). 

 

 

Figura 7  Explantes del cultivar “Reyna” a) cotiledón, detalle de cotiledones con formación 

de callos b) hipocotilos, detalle de hipocotilos con formación de callo c) raíz. 

 

El hecho que el aspecto de los callos de hoja sea tan variable, está relacionado con los 

diferentes tipos celulares que conforman los tejidos de la hoja, donde están activos los 

cloroplastos, es por ello que el color verde no se observó en los callos de raíz, ya que en sus 

células no está activa la fotosíntesis. Gomes y col., 2006 encontraron que la fuente del 

explante y la concentración de reguladores de crecimiento, son factores importante para la 

inducción de la embriogénesis somática en las especies de Opuntia, por lo tanto, el balance 

hormonal de los explantes también está ligado a la respuesta morfogénica (George, 2008). 

Ninguno de los tratamientos con las diferentes fuentes de explantes prosperó.  

 

 

a b c 
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Multiplicación por trozos de cladodios 

 

Un cladodio puede sostener la pérdida de agua hasta 6 meses sin disminuir la viabilidad si 

se encuentra en un sitio sombreado y seco. Cuando exista una aréola por ambos lados del 

trozo o cladodio, se puede formar una planta (Mondragón-Jacobo 2001). La observación-

aseveración del autor citado aplicó, según el caso, para todos los genotipos de Opuntia 

ficus-indica (L.) Miller aquí evaluados. 

En cladodios, las raíces adventicias se desarrollan a partir de aréolas que están en contacto 

con el suelo, lo que permite su arraigo y la absorción de agua y nutrientes. Posteriormente 

comienza el surgimiento de brotes vegetativos a partir de aréolas sin contacto con el suelo, 

que generan un nuevo individuo (Reyes-Agüero y col., 2005). El genotipo R3 mostró 

diferencias significativa (p=0.05) en cuanto al número de los brotes, pero tuvo un bajo 

porcentaje de sobrevivencia en este tipo de propagación (Cuadro 4), así mismo el genotipo 

R1 tuvo el mayor porcentaje de supervivencia mayor al 90 % y la máxima longitud de 

brotes a los 3 meses de implantados (Cuadro 4 y 5). 

Singh (2003) ha informado que el tamaño de cladodios plantados afecta significativamente 

el número de cladodios formados por planta, al igual que las interacciones entre el tamaño, 

edad y métodos de plantación. Asimismo, la formación de más cladodios por planta 

posiblemente pueda deberse a la presencia de un mayor número de aréolas activas. 

También señala que a menor tamaño (anchura) de cladodios plantados, la tasa de 

crecimiento relativo disminuye, y en el caso contario, aumenta, probablemente debido a 

raíces más vigorosas y la acumulación relativa de más fotosintatos. Esto aplicó también 

para los trozos, donde aquellos con mayor 

anchura y tamaño mostraron un mejor desarrollo de los brotes (datos no mostrados) (Figura 

8 a, b, c). 

Figura 8 Trozos transplantados de los diferentes genotipos seleccionados R1, R3, R2 , R4  y 

S (a) desarrollo a los 2 meses de edad (b) detalle del genotipo R1. 

a b c 
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Cuadro 4 Porcentaje de supervivencia de los genotipos R1, R3, R2, R4 y S  por el método 

propagación en trozos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las aréolas, yemas homólogas a las yemas axilares de otras dicotiledóneas, pueden 

producir hojas reducidas, brotes, flores, nuevos tallos y además espinas, gloquidias, cerdas, 

pelos o lana, y a veces raíces adventicias (Bravo-Hollis, 1978). En todos los genotipos 

evaluados las aéreolas produjeron, raíces y brotes, mostrando diferencias significativas en 

la longitud de los brotes entre los genotipos seleccionados y el susceptible. En cuanto al 

número de brotes R1 fue el genotipo que tuvo más brotes y longitud de los mismos (Cuadro 

5). 

La sombra y la mayor humedad del suelo en plantas de vivero son dos factores ambientales 

muy importantes que facilitan el establecimiento de plántulas (Flores y Jurado 2003; 

Delgado-Sánchez y col., 2013). Gallardo y De la Barrera, (2007) sugieren que las plántulas 

bajo sombra protegidas por el invernadero retardan los efectos del estrés. Por lo tanto, las 

plántulas de Opuntia parecen haberse adaptado a la protección de la sombra, similar a los 

hallazgos de otros cactos y a lo observado en este experimento. 

 

 

Cuadro 5 Número y longitud de brotes de genotipos R1, R3, R2, R4 y S. 

 

Genotipo Nº de brotes Longitud 

R1 1.0± 0.4665
b
         12.02±1.14ª 

R2 0.6±0.5477
c
 3.84±3.76

c
 

R3 1.8±.08366ª 4.90±7.09
c
 

R4 1.4±0.5477
b
 2.34±0.37

c
 

S 1.2±0.6750
b
 7.38±1.57

b
 

         *Letras diferentes, muestran diferencias estadísticas entre los tratamientos DMS p ≤0.05%. 

Genotipo 
% de supervivencia 

en trozos 

R1 92.85 

R3 37.71 

R4 7.14 

R2 17.85 

S   21.42 
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Conclusiones  

Los resultados de todos los experimentos efectuados, en conjunto con las observaciones 

cualitativas hechas durante el desarrollo experimental, permitieron destacar: 

Proliferación de yemas: 

En el período de estimulación el genotipo resistente R mostró un mayor número de brotes 

que el genotipo tolerante T en todas las dosis de la citocinina BA. Lo opuesto ocurrió en 

medio basal MS. 

La dosis intermedia de BA (2.2 mg.L
-1

) mostró el mayor número de brotes en el período de 

estimulación para ambos genotipos sin diferenciarse significativamente de las otras 

concentraciones. 

El Picloram en la obtención de callos mostró un desempeño destacable aunque no se pudo 

obtener regeneración.   

No fue posible ubicar genotipos por su capacidad embriogénica, a pesar de haber repetido 

el experimento en cuatro ocasiones.  

La propagación por trozos de cladodios resulta útil para incrementar material seleccionado. 

Los genotipos evaluados mostraron una respuesta diferencial en cuanto a su capacidad de 

brotación, número y longitud de brotes bajo las mismas condiciones ambientales y edad del 

cladodio.  
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CAPÍTULO III 

 
 

 

 

Efecto del sustrato y el ácido giberélico (AG3) en la germinación de semillas en diez 

cultivares de Opuntia sps. 

 

 

Este trabajo de investigación se realizó con el objeto de establecer los efectos del ácido 

giberélico y diferentes sustratos in vitro y ex vitro que estimulan la germinación de semillas 

de Opuntia sps. bajo polinización abierta de los principales cultivares de Jalisco. Este 

estudio permitió obtener material para incrementar la variabilidad genética y su posterior 

evaluación frente a la resistencia a Pseudocercospora opuntiae. 

 

 

 

Este capítulo ha sido publicado en el Journal of the Professional Association for Cactus 

Development  JPACD, a continuación se incluye el artículo.  
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CAPÍTULO IV  

 
 
Método de selección en explantes in vitro de Opuntia sps. con resistencia a la mancha 

negra causada por Pseudocercospora opuntiae. 

 

 

María Judith Ochoa
a,b

, Luis Rivera-López
b
, Juan Florencio Gómez-Leyva

b 

 

*Corresponding Author: mariajudith8a@gmail.com 
 

 
 

 

 

 

 

 

En el presente estudio se evaluó la patogenicidad de P. opuntiae y sus extractos fúngicos 

sobre explantes de nopal provenientes de semillas y selección a campo bajo condiciones in 

vitro. Los resultados permitirán establecer un sistema para la obtención de variantes 

somaclonales resistentes a la mancha negra. 

 

 

 

 

Este capítulo ha sido publicado en la Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias UNCuyo, 

a continuación se incluye el artículo. 
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CAPITULO V 

 

Análisis de la variación genética mediante marcadores moleculares ISSR de genotipos 

de Opuntia sps. con resistencia a Pseudocercospora opuntiae 

 

Introducción  

En México, el nopal Opuntia sps. tiene la mayor diversidad genética a nivel inter e 

intraespecífico y ha sido reconocido como el centro de origen y dispersión de éste género 

(Bravo-Hollis, 1978). Esta riqueza genética debe ser considerada como parte del 

mejoramiento y uso. La caracterización del germoplasma se ha basado tradicionalmente en 

caracteres fenotípicos. El conocimiento de las descripciones detalladas son necesarias en la 

utilización del germoplasma, debido a que en dicho material puede haber genes valiosos 

para los programas de mejoramiento. En el caso de nopal existen descripciones de los 

cultivares comerciales (Mondragón y Pérez, 1996). Erre y Chessa (2013) han estudiado la 

capacidad discriminantes de las variables descriptoras para proporcionar los rasgos 

morfológicos más importantes que deberian ser considerados como prioritarios en las 

colecciones. También se han utilizado descripciones parciales para algunas selecciones 

sobresalientes (Valdés y col., 1997), para genotipos tolerantes a heladas (Parish y Felker, 

1997). Pero, el problema estriba en que la morfología puede variar debido a los efectos del 

ambiente y son comunes los errores de apreciación en los descriptores, sobre todo en 

relación a los caracteres cualitativos. Respecto a la caracterización molecular y proteica de 

genotipos en Opuntia se han realizado diferentes trabajos, Chessa y col. (1997) reportaron 

la descripción de nopales italianos por medio de isoenzimas. Solamente las enzimas malato 

deshidrogenasa y fosfoglucoisomerasa en preparaciones de polen fueron importantes para 

la discriminación de los grupos. Los patrones de bandas obtenidos permitieron la definición 

de varios grupos asociados con el origen geográfico de las colectas, pero únicamente los 

biotipos de Cerdeña fueron discriminados por el color de fruto. Mediante el uso de 

electroforesis utilizado por Uzun (1997) en Turquía, se probaron siete sistemas 

enzimáticos, no se encontró variación. El germoplasma de Turquía probablemente sea de 

una base genética más limitado que el italiano. Ambos habrían sido originados de las 

plantas introducidas de México después del siglo XVI (Barbera, 1995). 
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La identificación de cultivares puede ser realizada con las huellas de ADN, especialmente 

en genotipos con alta variación genética entre cultivares y muy poca dentro del cultivar. 

Esto también aplica para el caso de isoenzimas. Tales ejemplos son encontrados en plantas 

de propagación vegetativa derivados de especies de polinización cruzada como la mayoría 

de los frutales (Nelson y col., 1994). 

El nopal, tiene dentro de sus problemas fitosanitarios la “mancha negra” ocasionada por el 

hongo Pseudocercospora opuntiae que ha devastado en algunos lugares del país las 

plantaciones (Quesada-Salinas y col., 2006). Trabajos recientes han reportado la selección 

de plantas de Opuntia con resistencia a la mancha negra, cuyas diferencias moleculares 

entre los genotipos susceptibles y resistentes no han sido identificadas (Ochoa y col., 2015); 

por lo que la utilización de marcadores genéticos podría ser una herramienta útil para 

detectar dichas diferencias en la poblacion de estudio.  

Los marcadores genéticos revelan polimorfismos a nivel del ADN, que con la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), han desarrollodo una gran cantidad 

de marcadores moleculares, con lo que se ha revolucionado ampliamente la apreciación de 

la genética vegetal en la última década. Estudios relacionados con la diversidad genética del 

género Opuntia se han llevado acabo, utilizando SSR (Secuencias Simples Repetidas) 

(Chessa y col., 2013), AFLP (Polimorfismos en la Longitud de Frangmentos Amplificados) 

(Labra y col., 2003), ITS (Espaciador Interno Transcripto) (Griffith, 2004), RAPD 

(Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar) (Mondragón-Jacobo, 2003; Zoghalami y 

col., 2007), microsatélites (Caruso y col., 2010) e ISSR (Secuencia Repetida Inter Simple) 

(Valadez-Moctezuma y col., 2014). Los ISSR, son marcadores genéticos que nos permiten 

obtener los niveles de variación en las regiones microsatélites que se encuentran dispersas 

en varios genomas, particularmente el nuclear. Estas regiones consisten en repeticiones en 

tándem de motivos simples (CT)n o (CA)m, ubicadas entre secuencias no repetitivas del 

genoma nuclear eucariota. Los ISSR tienen ventajas sobre otros marcadores, tales como a) 

amplifican con temperaturas de alineación astringentes (Wolfe y Liston 1998), b) son 

altamente sensibles y reproducibles, c) segregan de manera mendeliana y d) su costo es 

bajo (Nagaoka y Ogihara 1997). El objetivo del presente trabajo fue encontrar diferencias 

genéticas entre los genotipos de Opuntia sps. seleccionados como resistentes y susceptible 
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a la enfermedad “mancha negra” (Pseudocercospora opuntiae)  a través de los marcadores 

ISSR. 

 

Materiales y metódos 

El material vegetal utilizado fue obtenido de semillas de los cultivares que se identificaron 

como “Amarillo Platano” (AP), “Reyna” (Ry) y G2 también se utilizaron cladodios 

seleccionados a partir de pruebas de patogenicidad en invernadero y a campo denominados 

como resistente (R), tolerante (T) y susceptible (S) a P. opuntiae. Los genotipos evaluados 

pertenecen al género Opuntia sps. asimismo se utilizó material vegetal del subgénero 

Nopalea, como control positivo en la amplificación de los ISSR.  

Los materiales utilizados fueron multiplicados in vitro por proliferación de yemas. Se 

utilizaron cuatro individuos por cultivar. 

 

Extracción de ácido desoxiribonucléico (ADN).  

La obtención y purificación de ADN fue de acuerdo a los métodos propuestos por Taylor y 

Lee (1990) (Anexo 6). Los análisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biología 

Molecular del Instituto Tecnológico de Tlajomulco. 

 

Electroforesis en geles de agarosa.  

La integridad del ADN se verificó mediante electroforesis en geles de agarosa Invitrogen ® 

Cat. nº 16500-500 al 1 %. La carga del gel se realizó con 5 µL de ADN. Se corrieron a 100 

V en cámara de electroforesis (BIO-RAD
®
) durante 60 min. El gel se tiñó con bromuro de 

etidio 0.5 µg·mL y se visualizó en un transiluminador. 

 

Amplificación de ADN con marcadores moleculares ISSR. 

El ADN extraído de las muestras se analizó con base en ISSR, las condiciones de 

amplificación se llevaron a cabo en termocicladores Select Bio Products
®
 modelos PCR 

Select Cycler 2400 y 9700, con un volumen final de 12.5 µL, se utilizaron 3 µL (20 ng) de 

ADN, 1 µL de cada ISSR, 1.25 µL de solución amortiguadora PCR 10X, 1 µL (25 mM) de 

MgCl, 0.25 µL de dNTPs y 0.25 µL de Taq polimerasa (Promega
®

). El programa de 

amplificación en PCR consistió en una desnaturalización inicial a 94 ºC por 4 min, seguida 
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de 35 ciclos de 94 ºC por 30 s, 50-55 ºC (dependiendo del oligonucleótido) por 50 S, 72 ºC 

por 2 min, luego 72 ºC por 5 min y ciclo final de 4 ºC.  

Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de los ISSR fueron los siguientes: 

(AG)8YC, G(AG)7AC, (GA)8T. 

 

Electroforesis en geles de agarosa. Cada una de las muestras de los productos de PCR–

ISSR fueron analizadas en un carril del gel de agarosa al 1.2 % a 100 V durante 90 min en 

cámara de electroforesis BioRad®. Se utilizó un marcador de 3000 pb y otro de 700 pb. El 

gel se tiñó con bromuro de etidio 0.5 μg.mL y se visualizó en un transiluminador. 

 

Análisis estadístico 

Con el objeto de interpretar los patrones de bandas en el gel de agarosa generados por los 

fragmentos amplificados en PCR, éste se digitalizó para facilitar la lectura de las bandas. La 

presencia de una banda en una línea en particular, se consideró con el número 1 y la 

ausencia con el número 0. De esta forma se estructuró una matriz en código binario, cuyos 

datos se usaron para formar dendrogramas, luego fueron evaluados mediante análisis 

multivariados con agrupamiento promedio (UPGMA). Se utilizó el índice de Jaccard, ya 

que de acuerdo a Reif y col., (2005), éste coeficiente de similaridad, es el que mejor 

permite definir las propiedades genéticas en interacción con el modelo matemático de 

dichos coeficientes, con lo que se extrae la máxima cantidad de información de los datos 

génicos. El programa usado para analizar la matriz fue NTSYS 2.11 (NTsys Software 

Development & IT Management, Ltd.), así como el paquete Statgraphics Plus 4.0 

(Statistical Graphics Corp.) que se utilizó para ejecutar parte de los análisis estadísticos. 

 

Resultados y discusión 

Extracción de ácido desoxirribonucléico (ADN) 

Las extracciones de algunas muestras se realizaron tres veces, ya que la cantidad y calidad 

del ADN no fue suficiente para llevar a cabo los análisis con marcadores moleculares, esta 

deficiencia se detectó al momento de realizar las lecturas en espectrofotómetro a longitud 

de onda del cociente 260/280 nm obteniendose un valor de 3, mientras que el rango de 1.8-

2.0 se considera un ADN puro. Esto coincide con lo reportado por Mondragón-Jacobo 
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(2000) y Arnholdt-Schmitt y col., (2001), debido a la cantidad de carbohidratos presentes 

en Opuntia, el cual provoca la gelificacón de la muestra dificultando la centrifugación y la 

separación de la pastilla de ADN. 

 

Análisis de ADN con marcadores moleculares.  

Todos los materiales estudiados con la técnica del marcador de ISSR produjeron suficientes 

bandas polimórficas, pero no con todas las combinaciones de oligonucleótidos, lo cual es 

común en los trabajos de análisis con marcadores moleculares, ya que los oligonucleótidos 

ubican secuencias distintas de ADN (Luna-Paez y col., 2007).  

La figura uno, muestra el comportamiento encontrado con dos oligonucleótidos: (AG)8 YC 

y G (AG)7 AC de los 22 diferentes oligonucleótidos ISSR utilizados, éstos tuvieron el 

mejor desempeño para producir un alto número de bandas en Opuntia. El número de 

fragmentos generados con los oligonucleótidos seleccionados fué de una amplitud de 5 a 25 

loci. El tamaño de las bandas varió entre 200 y 2500 pares de bases (Pb). 

Figura 1 Productos de amplificación con los oligonucleotidos (AG)8 YC y G (AG)7 AC en 

gel de agarosa al 1,2 % : genotipo 2 G2, Amarillo Plátano (AP), Reyna (Ry), Nopalea 

(Nop), tolerante (T), resistente ( R) y susceptible (S). 

. 
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Análisis genético 

Se obtuvo un dendrograma con la técnica de agrupación de la media aritmética no 

ponderada (UPGMA) para poder observar las diferencias existentes entre la distancia χ2 y 

las otras distancias. El  dendrograma muestra la distancia taxonómica media en la cual se 

puede observar una bifurcación inicial de por lo menos cuatro agrupaciones (Figura 2). 

Al no contar con una prueba de partición para obtener una altura de corte más estricta, no se 

tiene certidumbre de dónde cortar, por lo que el criterio del investigador es fijarlo 

arbitrariamente, por lo que se decidió hacerlo a 0.67 (línea punteada) para formar los cuatro 

grupos, que coinciden perfectamente con el análisis de componentes principales ACP 

(Figura 3) lo que confirma la correcta formación de grupos. El primer grupo formado por 

los genotipos T (identificado como tolerante) y Ry proveniente de semilla (Figura 2). El 

segundo grupo se conforma por cuatro genotipos AP, G2, S y R que a su vez se subdivide 

en dos subgrupos en el primero se encuentran los genotipos AP, G2 provenientes de 

semillas y el segundo conformado por los genotipos S y R seleccionados a partir de pruebas 

de patogenicidad, en un tercer grupo se encuentra el subgénero Nopalea.  

El comportamiento genómico que mostraron los genotipos evaluados con ISSR sugiere que 

los genotipos evaluados comparten ciertos rasgos fenotípicos comunes (Luna-Paez y col., 

2007). En relación a los genotipos provenientes de semilla, se podrían considerar en el 

comportamiento de estos cultivares, es la posibilidad de recombinación genética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Dendrogama generado con los oligonuclotidos (AG)8 YC y G (AG)7 AC ISSR para los 

genotipos T (tolerante), Ry, R (resistente), AP, G2, S ( susceptible) y Nopalea evaluados. 
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 A partir de la matriz de distancias genéticas de Jaccard se realizó un análisis de 

componentes principales (ACP) para determinar las principales tendencias de variación de 

las poblaciones. En el análisis de los componentes principales mostró divergencias entre los 

materiales de O. ficus-indica (L.) Miller, evaluados (Figura 3); la variación observada fue 

del 63% de acuerdo con los parámetros del CP1 y CP2. Los resultados obtenidos son 

similares a los encontrados en el dendrograma; también en éste análisis se presenta la 

agrupación de los genotipos evaluados. De acuerdo con el dendrograma, existe una miníma 

variación genética entre los genotipos susceptibles (S) y resistentes (R) a P. opuntiae, 

ambos genotipos se ubican en un mismos grupo. 

Una realidad tangible en el cultivo de opuntias, es que en la práctica los productores han 

reducido la propagación sexual que puede darse en las especies cultivadas, debido al tiempo 

que demanda llegar a su madurez, sin embargo en éste estudio el empleo de genotipos 

provenientes de semilla muestra diferencias genéticas respecto a los genotipos de 

reproducción vegetativa, Chessa (2010) reportó que O. ficus-indica  es uno de los cultivos 

con más bajo nivel de polimorfismo (mediante marcadores moleculares RAPD), ya que 

encontró 39 plantas isogénicas en una muestra de 40. Sin embargo, se pueden presentar 

algunas contradicciones, lo que indica que los diferentes marcadores moleculares cubren 

diferentes regiones del genoma de la especie, variando en el tamaño y número de bandas 

(Infante y col., 2006). 

Las muestras de Opuntia presentan un patrón de bandeo similar, debido al sistema de 

reproducción asexual reflejando una alta homogeneidad genética (Figura 1). 

Los marcadores ISSR resultaron de utilidad discreta para diferenciar poblaciones de 

Opuntia estrechamente relacionadas por lo que demuestran ser una herramienta molecular 

mas para el estudio de diversidad genética en poblaciones cultivadas de Opuntia cuyas 

diferencias se relacionan con caracteres morfológicos. 

El subgénero Nopalea se ubicó en el análisis de las componentes principales, muy distante 

de Opuntia, así como Tolerante (T) y Reyna (Ry), que se separan del resto de los genotipos 

especialmente del susceptible (S) a mancha negra éstos resultados preliminares sugieren 

tener en cuenta estos genotipos para una posterior selección (Figura 3). El análisis de 

componentes principales es un método para la extracción del espacio factorial. A partir de 
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la representación de los “n” individuos como “n” puntos en un espacio p-dimensional, se 

extraerá un nuevo espacio p-dimensional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Análisis del los componentes principales derivado de los productos amplificados con los 

oligonucleótidos (AG)8 YC y G (AG)7 AC ISSR para los genotipos: T (tolerante), Ry, R (resistente), 

AP, G2, S (susceptible) y Nopalea. 

 

De acuerdo a Felker (com. pers.) mientras se estudian cultivares o variedades con enormes 

diferencias entre ellos, o con sus progenies, los marcadores funcionan bien, sin embargo 

dentro de la categoría cultivares no se pueden distinguir las diferencias, aunque se pueden 

ver algunas correlaciones morfologícas (Erre y Chessa, 2013). Esto corrobora lo propuesto 

por Chessa (2010) que desde hace muchos años se hicieron selecciones sobre estos 

cultivares y algunos caracteres son producto de dicha selección llevada a cabo por los 

productores (Pimienta y Urias, 1995), como los cladodios sin espinas o los colores de fruto.  

 

Conclusiones 

Los perfiles de ADN detectados con los marcadores ISSR permitieron diferenciar los 

genotipos evaluados.  
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El análisis de agrupamiento (dendrograma) y de componentes principales (ACP) con los 

marcadores ISSR permitieron determinar la variabilidad genética, mostraron que existe un 

agrupamiento entre el genotipo S y R. 

Se demuestra que los marcadores ISSR son útiles para diferenciar cultivares de especies 

diferentes en apoyo a los aspectos taxonómicos. 

No existe una relación directa entre los grupos y la relación taxonómica, ya que se 

emplearon regiones microsatélites que en este caso permitió determinar la variabilidad 

genética entre los diferentes individuos de  O. ficus-indica (L.) Miller. 
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CAPITULO VI 

 
 

 
Resistencia en nopal (Opuntia ficus-indica L. Miller) contra Pseudocercospora 

opuntiae mediada por la actividad de la -1,3- glucanasa y compuestos polifenólicos en 

cladodios 

 

 

 

Se demuestra por primera vez la acción combinada de los polifenoles y la β-1,3-glucanasa 

en cladodios de Opuntia ficus-indica (L.) Miller que contribuyen a la resistencia contra 

Pseudocercospora opuntiae. La actividad de ésta enzima y el perfil fitoquímico pueden 

utilizarse como un criterio para predecir y detectar en el germoplasma de nopal con 

resistencia a la mancha negra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este capítulo será enviado a Scientia Horticulturae, a continuación se incluye el artículo.  
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Resistance of cactus pear Opuntia ficus-indica (L.) Miller against Pseudocercospora 

opuntiae through -1,3 glucanase activity and polyphenolic compounds in cladodes 
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Abstract 

The "black spot" disease, caused by the fungus Pseudocercospora opuntiae, is one of the 

main phytosanitary problems of cactus, Opuntia sps. Through mass selection one cultivar 

of O. ficus-indica (L.) Miller resistant to colonization by P. opuntiae was identified. The 

ethanolic extract of resistant cladodes showed higher levels of total condensed tannins, 

flavonoids and polyphenols than those of the susceptible ones, generating 93 % inhibition 

of P. opuntiae conidial germination in vitro. The total protein profile by SDS-PAGE 

showed differentially expressed proteins in the range of 20 to 45 kDa in the resistant 

genotype with an activity of β-1, 3-glucanase 300 % greater than the susceptible genotype. 

This increased activity was able to inhibit 90 % the germination of conidia, similar effect to 

that of the fungicide Captan® (N-trichloromethylthio-4-cyclohexene-1, 2-dicarboximide). 

It was shown, for the first time, that the combined action of Opuntia polyphenols and β-1, 

3-glucanase contribute significantly to the resistance against P. opuntiae. The activity of 

this enzyme and the phytochemical profile can be used as a criterion to predict and detect 

Opuntia germplasm with resistance to black spot. 

 

Keywords: Pathogenesis-related-proteins (PR), β-1, 3-glucanase, protein extract, cactus 

pear, phenolic compounds, Opuntia sps. 
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Introduction 

In the 1990’s a new disease was detected in Mexican cactus pear fields. It was named 

“blac  spot”, and its causing agent was found to be Pseudocercospora opuntiae (Ayala-

Escobar et al., Quezada-Salinas et al., 2006, Ochoa et al., 2015). The severity and 

epidemiology of this disease is on the rise, as the cactus pear is asexually reproduced, 

causing a loss in genetic diversity (Méndez-Gallegos et al., 2008). Of the different diseases 

affecting cactus pear, the black spot is amongst one of the greatest concern, reducing 

vegetative growth and yield in all production systems and causing large economic losses 

(Quezada-Salinas et al., 2006).  

Up-to-date, the most effective forms of control of this disease are the use of resistant 

varieties of Opuntia, as well as the application of preventive measures (i.e. removing the 

infected cladodes from the plantation fields). P. opuntiae resistant genotypes have been 

found by sampling in several commercial plantations in Jalisco state, Mexico; however, the 

cause of this resistance is yet unknown (Ochoa et al., 2015).  

Pseudocercospora genus invades the intracellular spaces, and in leaves, the infection 

advance through the stomata (Monda et al., 2001). It is known that this pathogen releases a 

diffusible product (most likely a toxin) that damages the chloroplast and plasmatic 

membranes causing both chlorosis and necrosis. This damage grants the fungus access to 

the host’s nutrients. The formation of stromata after the destruction of the host’s cells 

allows for the survival of the fungus, remaining inactive until favorable conditions for 

sporulation occur (Monda et al., 2001).   

Recent studies report that P. opuntiae develops in the epidermis of the collenchyma and 

chlorenchyma. After 111 d of infection, the hyphae extend to the storage parenchyma, 

vascular bundles and medullary parenchyma. After 122 d, plasmolysis in the collenchyma 

and chlorenchyma occurs, as well as destruction of the chloroplasts in the substomatal 

cavity and the formation of stromata begins (Quezada-Salinas et al., 2013).  

The resistance of plants to disease is often resulting from the interaction of specific 

resistance genes in the plant with the corresponding avirulence genes in the pathogen 

(García and Lozoya 2004). This resistance genes code for different groups of proteins 

related to the defense against pathogens. Among these are the pathogenesis-related proteins 

(PR), which degrade the cell wall of the invading pathogen. These enzymes include β-1, 3-
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endoglucanases and chitinases, which are promoted in infectious processes (van Loon et 

al., 2006). These enzymes are induced by different kinds of pathogens and abiotic stresses.   

There is little information available regarding the resistance to biotic factors in Opuntia. In 

Cactacea, Treviño et al. (2012) reported the antifungal activity of methanolic extracts of 

Stenocereus pruinosus and Echenocereus stramineus on dermatophyte fungi. In Opuntia, 

Sharavana et al. (2013) reported the antibacterial and antifungal activity of methanolic 

extracts of O. dillenii against Aspergillus niger, Candida albicans, Monilia fruticola, 

Auricularia polytricha, Chaetomella raphigera and Athorobotrys olidospora. Bergauoi et 

al. (2007) found that the chemical composition of extracts of flowers, fruits and especially 

the cladodes of O. macrorhiza have an effect against Alternaria solani. In a similar study, 

Silva-Hughes et al. (2015) reported the antifungal activity of endophyte fungi extracts 

associated with O. humifusa, in which the presence of fatty acids is responsible for the 

antifungal activity.  

Recently, the activities of chitinase and β-1, 3-glucanase and lignin content in mango 

(Mangifera indica L.) leaves were related to the resistance to flower malformation. 

Ebrahim et al., (2011) revealed that the chitinase and β-1, 3-glucanase activities in leaves 

correlated to disease resistance. Therefore, the chitinase and β-1,3-glucanase activities are 

very likely to contribute to disease resistance, and as such, their presence can be used as 

criteria to predict and detect resistant germplasm. 

β-1,3-glucanases have also been related to resistance to Pseudocercospora. Arachis 

hypogaea plants were transformed with a gene for β-1,3-glucanase, coding for a 38 amino 

acid protein (38.8 kDa), and showed resistance to Cercospora personata (Sunderesha et al., 

2010; Qiao et al., 2014). In Beta vulgaris inoculated with chitosan in order to induce 

defense mechanism, β-1,3-glucanase accumulated, and with it, the damage caused by 

Cercospora beticola diminished (Felipini and Di Piero, 2013). 

It is well known that plants synthetize a variety of secondary metabolites, biological active 

compounds, in their tissues. Some have antifungal properties that stop or inhibit the 

mycelia growth and/or inhibit the germination, or reduce the sporulation of pathogenic 

fungi. Each metabolite group has different action mechanisms; for example, the toxicity of 

polyphenols to microorganisms is attributed to enzymatic inhibition by oxidation 

mechanisms. The main function of polyphenols is related to the defense of plants against 
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pathogen attack. The resistance can come from the bactericide or antifungal properties of 

the polyphenol itself, or by the generation of oxidation products of these (quinones and 

melamines), with marked antimicrobial characteristics (Mesa et al., 2004; Osorio et al., 

2010). 

Pectins, carotenes, betalains, ascorbic acid and quercetin and its derivatives have been 

found in the fruit of O. ficus-indica The antioxidant effects and its benefits to human health 

of these compounds have been extensively studied (Coria-Cayupán et al., 2011). However, 

they have not been related to benefits to the plants itself or against its pathogens. Quezada-

Salinas et al. (2013) observed the presence of polyphenols in response to the invasion of 

Pseudocercospora.  

With this background, we studied the antifungal properties of resistant (R) and susceptible 

(S) genotypes of O. ficus-indica to P. opuntiae by the determination of the β-1, 3-glucanase 

and chitinase activity and total content of phenolic compounds, flavonoids and tannins in 

the cladodes of cactus pear. 

 

Materials and Methods  

Chemical materials 

The 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) was purchased from Aldrich ®. All 

other reagents (potassium persulphate, borate sodium, methanol, acetic acid, hydrochloric 

acid and chloroform). Folin- Ciocalteu’s phenol reagent was obtained from Sigma ®. 

 

Biological material 

 

Pseudocercospora opuntiae was obtained from commercial plantations in Jalisco state, 

Mexico (Ochoa et al., 2015). The inoculum used was prepared from colonies grown in 2 % 

malt extract medium (MEA) after 60 d of growth. The conidial solution was standardized to 

1x10
6
 conidia/mL. 

 

Ethanolic extract preparation 

 

Cladodes of O. ficus-indica (L.) Miller were chosen by field selection and based in previous 

pathogenicity studies (twice inoculated with the pathogen). They were categorized as 

resistant (R) or susceptible (S) according to the method of Daub et al., (1986). The cladodes 
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were superficially disinfected and dried at 40±2 °C (Fisher Scientific Termostato de a 40±2 

°C). Once dried, they were ground to a fine powder. 10 g of dry matter were mixed with 

ethanol 70 % v/v in a 1:10 relation (w/v) and kept in constant agitation for 48 h. The 

mixture was filtered and the filtrate was concentrated by evaporation of the ethanol in a 

rotary evaporator at 40 °C (Rotary evaporator Büchi R-210). The aqueous concentrate was 

filtered (0.25 m) millipore and lyophilized. 

 

Determination of bioactive substance contents 

Extract Preparation 

Amounts of 200 mg of the lyophilized cactus cladode samples were extracted with 10 mL 

of methanol as solvent using a tissue homogenizer. The plant extract was placed in an 

ultrasound bath for 10 min; afterwards it was centrifuged at 10,000 rfc for 10 min. The 

supernatant was separated and the residue was extracted again repeating the procedure. 

Both methanolic extracts were combined and taken to a final volume of 20 mL. 

 

Determination of total phenolic content 

Total phenolic compound content was determined by the Folin Ciocalteu (FC) method 

(Singleton and Rossi, 1965). This method is based on a spectrophotometric determination 

after a colorimetric redox reaction. The Folin’s reagent consists in a mixture of 

phosphotungstic and phosphomolybdic acid, which is reduced by reaction with phenolic 

compounds. An aliquot of 0.1 mL of extract was placed in a test tube and mixed with 0.65 

mL of Folin-Ciocalteu reagent, and 3.15 mL of 20 % sodium carbonate solution. Final 

volume was adjusted to 5 mL with distilled water. Reaction tubes were heated at 50 °C for 

10 min. The absorbance was recorded at 725 nm. Gallic acid (GA) was used as reference 

compound for calibration purposes. Results were expressed as gallic acid equivalents in 

mg/g of dried plant sample. 

 

Total flavonoid content 

Total flavonoid contents in the samples were determined by using the aluminum chloride 

colorimetric method (Mabry et al., 1970). It is based on the complex formation between 

flavonoids and the aluminum ions intensifying absorbance at 425- 428 nm. An aliquot of 1 
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mL of the extract was mixed with 1 mL of 2 % AlCl3 solution in (95:5) methanol-acetic 

acid and taken to a final volume of 25 mL with ethyl acetate–acetic acid and methanol 

(40:3:57) mixture. After 30 min, absorbance was measured at 428 nm. Results were 

expressed as mg of flavonoids/g of sample using quercetin as reference compound.  

 

Determination of total condensed tannins 

Condensed tannins can be degraded in butanol in acidic conditions producing colored 

anthocyanin type compounds. In a test tube, 200 mg of plant material were placed and 10 

mL of a butanol-HCl (95:5) mixture was added and homogenized using a tissue disrupter. 

The solution was heated 95 °C for 60 min. Then let cool to room temperature, transferred to 

a flask and brought to final volume of 10 mL with butanol. Determinations were performed 

by measuring the absorbance at 550 nm using cyanidin-3-glucoside as a reference 

compound whose (ε = 26,900 M-1
 cm

-1
) at this wavelength (Kuskoski et al., 2005). 

 

DPPH

 scavenging activity 

The ability of lyophilized opuntia extract to scavenge DPPH radical was determined 

according to Brand-Williams et al. (1995). Typical procedure consisted of adding an 

aliquot of the sample to a cuvette containing 3 mL of c.a. 85 M (absorbance at 515 nm 

equal to 1.00) DPPH

 methanolic solution. Reaction progress was monitored by UV–Vis 

spectrophotometry by measuring the absorbance at 515 nm in 30 s cycles for 10 min. 

Radical consumption was expressed as percentage of antiradical activity (ARA) as 

proposed by Burda and Oleszek (2001) and calculated according to the following Eq. 1: % 

ARA=100 × (1- Ass/A0) (1) where A0 is the absorbance of the DPPH

 solution before 

adding the antioxidant and ASS is the absorbance at the steady state estimated by 

mathematical fitting of the kinetic curves. Percentages of radical consumption for different 

antioxidant concentrations were measured. IC50 values correspond to the antioxidant 

concentration that scavenges the 50 % of the radicals. They were determined from at least 

five concentration points of the sample. 

 

Extraction and fraction of protein 

Cladodes were washed with distilled water. The material was diced and placed in a food 

processor with extraction buffer at 4 °C (sodium phosphate 40 mM, pH 6.2 + PMSF 1mM 
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+ EDTA 7.5 mM + 0.25 % ascorbic acid and 0.025 % NaN3) in a 1:4 w/v relation. The 

mixture was processed for 10 min, and then left at 4 °C for 4 h with occasional stirring. The 

solution was filtered and centrifuged for at 16,400 rfc for 40 min and 4 °C. The supernatant 

was precipitated in three fractions: 0-100 %, 0-40 % and 40-70 % with ammonium sulfate 

(Bonner, 2007). After 12 h, the solution was centrifuged and the precipitate was suspended 

in 20 mL of phosphate buffer (10 mM pH 6.6) and dialyzed against distilled water. The 

membrane used had a MWCO of 6-8000 kDA (Spectra). Protein concentration was found 

by Bradford (1976), using bovine serum albumin as standard. 

 

Identification of proteins in SDS-PAGE 

SDS-PAGE was performed according to the method of Laemmli (1970) using a gel plate 

unit II Bio-Rad Mini-protean. Gel 4 to 12 % (0.75 mm thick), was used as the stacking and 

separating gels, respectively. The samples were diluted in Laemmli buffer with 2--

mercaptoethanol and heated at 95 °C before charging. The gels were run at 100 V for 90 

min at room temperature. Low molecular weight standard mass proteins were used to 

determine the molecular mass. The gel was stained with silver nitrate. The digitized image 

of the gel was analyzed using imaging software Gel Electrophoresis Analyzer (2010). 

 

Activity of β-1, 3-glucanase and chitinase 

The enzyme activity was determined for each of the protein fractions precipitated with 

ammonium sulfate at 0-100 %, 0-40 % and 40-70 % of saturation in the resistant and 

susceptible genotypes of O. ficus-indica (L.) Miller. Activity of β-1,3-glucanase (EC 

3.2.1.39) was determined according to the procedure given by Ozgonen et al., (2009). The 

amount of glucose released from laminarin by the enzyme present in the protein fractions 

was determined spectrophotometrically at 515 nm empleoyed the 3,5-Dinitrosalicilic acid 

(DNS). The activity of β-1,3-glucanase was expressed in U/mg of protein per gram of dry 

weight. An enzymatic unit (1 U) was defined as the amount of enzyme that catalyzes the 

release of reducing sugar groups equivalent to 1 mmol of glucose per min. 

Chitinase activity (EC 3.2.1.14) was determined spectrophotometrically at 585 nm, 

according to the procedure provided by Molano et al., (1977) using the reagent 4-

Dimetilamino benzaldehído (4-DMABA) Chitinase activity was expressed expressed in 
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U/mg of protein per gram of dry weight. An enzymatic unit (1 U) was defined as the 

amount of enzyme that catalyzes the release 1mmol N-acetylglucosamine per min. The 

measurements were taken in five replicates. 

 

Evaluation of fungicidal activity 

A first experiment was performed to evaluate the antifungal activity of the methanol extract 

on the development of P. opuntiae. With extracts of five R and S selected plants a test was 

performed on a cell culture plate. Treatments were R genotype extract at concentrations of 

5, 10, 15, 20 mg.mL and extract of susceptible genotype to the above concentrations and, as 

a control, Captan
®
 (N-trichloromethylthio-4-cyclohexene-1, 2-dicarboximide) at 0.2 g.mL

-

1
. The treatments were added 50 µL P. opuntiae inoculum at a concentration 1x10

-6
 

conidia/mL in malt extract medium with 0.1 % Triton X-100, reaching a final volume of 

350 L. The trial was conducted under 26 °C and 16/8 h light- dark conditions for 30 d. 

The antifungal activity was evaluated in a 10 d period, measuring the absorbance at 600 nm 

using a plate reader (Multiskan GO, Thermo Scientific
® 

Cat. # 51119200). 

 

Protein extracts on germination inhibition of P. opuntiae 

In a second experiment it was tested the effectiveness in vitro of protein fractions of 

Opuntia, precipitated with ammonium sulfate at 0-100 %, 0-40 % and 40-70 % saturation, 

on conidia and hyphae germination of P. opuntiae. For this experiment 0.2 mL tubes were 

used. In each tube the protein extract with different fractions were added at 25 and 50 

mg.mL
-1

, and 25 uL of a conidial suspension of the pathogen 11.6 x10
-6

 conidia/mL. As a 

positive control Captan 0.2 g/ mL, and as negative control MEA 2 % were used. The tubes 

were placed at 26 °C for 72 h. after this incubation period counting of germinated conidia 

in each of the treatments was performed in Neubauer chamber. Images of the morphology 

of hyphae and conidia in each of the treatments were obtained. 

To assess the antifungal activity of ethanolic extract of Opuntia, spectrophotometric 

measurements at an optical density of 595 nm (Broekaert et al., 1990) were performed. 

Readings were taken 10 d after inoculation of the pathogen (Figure 2). 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

Phytochemical profile of O. ficus-indica (L.) Miller cladodes 

In all analyzed metabolites (condensed tannins, total phenolic compounds, flavonoids, 

antiradical activity against DPPH) there were differences between the resistant genotype 

(R) and susceptible one (S) (Table 1). Condensed tannins, flavonoids and total phenolic 

compounds concentration (mg.g
-1

) were higher in the resistant genotype. 

Tannins was 3.5 times higher in resistant genotypes to P. opuntiae, while total phenols and 

flavonoids was 7 and 3.5 times more respectively, whereas the antioxidant activity 

increased by 50 % in the resistant extract. The inhibitory activity of the conidia germination 

of P. opuntiae in the resistant genotype was 93 % compared with 14 % in the suceptible 

genotype, this inhibition value was similar to the antifungal compound Captan
®
. 

 

Table 1 Phenolic compounds contend in cladodes ethanol extract of Opuntia ficus-indica (L.) Miller 

genotypes susceptible and resistant and inhibitory activity on the germination of conidia of Pseudocercospora 

opuntiae. 

 

Genotypes 

O. ficus-indica 

Condensed 

tannin mg Eq 

de cinidin-3-G/g 

d.w 

Total phenols 

mg Eq ac. 

Gálico/g d.w. 

Flavonoids 

mg Eq 

Quercetin/g d.w 

IC50 of Antiradical 

activity  DPPH 

mg/mL 

Inhibition of 

germination 

(%) 

Resistente 1.56±0.23     168±9        55±9  0.52±0.02     93.34±1.2 

Susceptible 0.48±0.09       23±3        15±4  1.04±0.04     14.20±2.6 

d.w. =Dry weight 

 

Sharavana et al., (2013) reported antifungal activity associated with flavonoids from 

ethanol extract of O. dillenii. 

They have reported that the accumulated phenols pass to the cell wall by the action of 

peroxidases that were part of the lignin, cutin and suberin and act as mechanical support 

and barriers against microbial invasion (Strack, 1997).  

In the case of black spot, Quesada-Salinas et al., (2013) observed an increase of 

polyphenols in Opuntia as response to invading mycelium of Pseudocercospora, 129 days 

after inoculation, causing a black color tissues. These results are related to a resistance 

response to the necrotrofa stage of the pathogen. 
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Two phenolic compounds, piscidic and eucomic acid in ethanol extracts of O. ficus-indica 

and 16 flavonoids like glycosides of quercetin, kaempferol and isorhamnetin were 

identified by (Ginestra et al., 2009). These same flavonoids present in Asparagus officinalis 

extracts showed antifungal activity against Fusarium oxysporum (Rosado-Alvarez et al., 

2014). 

Based on the above, it can be considered that the resistance of R genotype may be related to 

the increased production of phenolics and flavonoids preformed; ie production could be 

higher in developing tissues of this genotype (Lattanzio et al., 2006) 

 

Identification of proteins SDS-PAGE 

The R and S genotypes showed differences in molecular weights (kDa) compounds, which 

is considered as the presence of different proteins. Figure 1 shows the proteins present in 

the resistant genotype (R), which are not in the susceptible one (S), that correspond to 

molecular weights 20, 23, 28, 35 and 45 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Protein fractions profile acrylamide gel 10 % of R (resistant) and S (susceptible) 

genotypes. 

 

According to Shyamala et al., (2011) glucanases and its isoforms have molecular weights 

ranging from 36-66 kDa in O. vulgaris, which showed similarity with the present study in 

Suceptible Resistant 

0-100% SAT            0-40% SAT                40-70% SAT 0-100% SAT            0-40% SAT                40-70% SAT 
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both genotypes, R and S, by what it could be assumed that resistance is related to some 

kind of glucanase and its isoforms. 

 

Enzymatic activity of β-1, 3 glucanases and chitinases  

There were differences in the activity of glucanases in each of the fractions of R and S 

genotypes (Tuckey p < 0.05). There was no reading of chitinases activity in both genotypes 

(data not shown). Higher glucanases activity was registered in cladodes of genotype R 

compared with S (10.3 and 4.95 UA/mg protein respectively (Table 2). These results 

suggest that opuntia pads of this genotype have constitutively glucanases, which could be 

related to the discriminating environment in which they develop. It is suggested that these 

plants could activate more efficiently early defense mechanisms against Pseudocercospora 

opuntiae. 

 

Table 2 Glucanases determination and inhibition of germination of conidia in resistant R and 

susceptible S genotypes of Pseudocercospora opuntiae. 
 

              

Means followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05) using Tukey test. 

 

Previous studies have shown that the production of glucanases has been linked to the 

selection of resistant plants to Pseucocersospora and Cercospora (Sunderesha et al., 2010, 

Felipini and Di Piero, 2013, Qiao et al., 2014) 

 

Evaluation of the antifungal activity of Opuntia extracts 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 2 Evaluation of antifungal activity of Opuntia ethanol extracts 

Genotype         

  O. ficus-indica 

Saturation 

NH4(SO4)2  (%) 

-1,3-glucanase (UA/mg 

protein) 

Inhibition of germination 

(%) 

R 0-40    8.53±0.09
bc

 72.9±0.13
b
 

R 40-70 12.80±0.95
a
 89.6±0.69

a
 

R 0-100   9.58±0.56
b
  84.0±0.49

ab
 

S 0-40  3.99±0.23
e
  23.3±0.67

de
 

S 40-70  5.90±0.28
d
 28.5±0.12

d
 

S 0-100 3.90±0.49
e
 38.2±0.83

c
 

 20        15          10          5            0       mg/mL 

Captan
®
  

 

 

Susceptible 

 
 

Resistant 
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After 10 d of growth of the pathogen with extracts of Opuntia, it was observed a 

development inhibition of it in the extract from genotype R. This treatment showed similar 

optical density to the treatment with the fungicide. Captan® inhibits the activity of 

sulphydric enzymes, releasing thiophosgene in the process, which is toxic to the fungus. It 

also interferes with the respiration and electron transport chain. Meanwhile, the susceptible 

genotype has had a high optical density similar to that found when the pathogen grows in 

medium MEA 2 %. This result shows that the methanolic extract obtained from genotype R 

has a fungicidal effect, inhibiting the growth of P. opuntiae (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 Effect of the protein extracts of Opuntia on germination and morphology P. opuntiae 

 

 

In previous studies of ethanol extracts of Opuntia, higher levels of phenols and tannins 

were observed compared to extracts obtained in other solvents. This extract presented 

antibacterial and antifungal activity against Candida albicans and Aspergillus niger 

(Sharavana et al., 2013). These results are consistent with the effect of the extract obtained 

from genotype R. 

 

 

 

Resistant 

 50 µg/mL 

Suceptible 50 µg/mL 

Captan ® 2g/mL 

Malt extract médium 2% 
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Protein extracts on inhibiting germination of P. opuntiae 

The in vitro study of the effectiveness of protein fractions of Opuntia on the inhibition of 

germination of conidia of P. opuntiae, showed greater inhibition values of R genotype 

protein fractions, compared with those of genotype S (Table 2).  

The inhibition level of R genotype was close to 90 %, value surpassed only by inhibition 

generated by fungicide Captan®. 

Evidence suggests that plant extracts can be used against microorganisms that cause 

diseases in plants. High percentages of C. circinans conidia inhibition have were reached 

applying extracts of resistant potato varieties, rich in phenolic compounds. 

The higher production of phenols and glucanases of genotype R may be related to its 

inhibition capacity of conidial germination. 

The effects on conidial germination inhibition of genotype R, is related to structural 

damage of conidial morphology (Figure 3). Conidia that were in contact with the R 

genotype extract showed detachment of the cell wall, accumulation of lipid compounds and 

dehydration; none of the conidia exposed under these conditions shows the formation of the 

germ tube. These damages are also observed in conidia in contact with Captan ®. 

 

CONCLUSIONS 

The phytochemical profile of Opuntia ficus-indica (L.) Miller cladodes showed that the 

production of condensed tannins, flavonoids and total phenolic compounds was greater in 

genotype R compared with genotype S. The presence of different proteins in both 

genotypes was observed by SDS-PAGE, visualizing on genotype R proteins with molecular 

weights of 20, 23, 28, 35 and 45 kDa, which are absent in genotype S; so these proteins 

might be related with glucanases and its isoforms. R genotype also showed the higher 

activity in the production of glucanases. No presence of chitinase activity was detected in 

both genotypes. When antifungal activity of ethanolic extracts and protein fractions of the 

R and S genotypes was evaluated, it was observed that genotype R has a 93.24 % of growth 

inhibition of P. opuntiae conidia after 72 h of growth. Inhibition of conidial germination is 

related to structural damage of conidial morphology and not germ tube formation. Based on 

the obtained results it is suggested that genotype R has presented constitutively early 

defense mechanisms against P. opuntiae, and could be selected as a resistant genotype 
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based on these mechanisms. Further studies of these mechanisms in the interaction P. 

opuntiae - genotype R, could allow to check environmental effects as well as to advance 

with molecular markers associated with them. 
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CONCLUSIONES GENERALES  

 

 

En esta investigación se identificó morfológica y molecularmente el hongo implicado 

con síntomas de mancha negra en sistemas productivos de nopal (Opuntia sps.) para 

fruta y vegetales en México occidental (Ojuelos y Zapopan, Jalisco). El estudio es el 

primero de verificación del agente causal de Jalisco.  

Se comprobó que el hongo aislado de los sistemas productivos de Jalisco es el mismo 

que el reportado en la zona centro del país. 

La patogenicidad del hongo se demostró en cladodios de Opuntia ficus-indica (L.) 

Miller pre-cortados, plantas de campo e invernadero, en explantes in vitro y en plantas 

de frijol  (Phaseolus vulgaris). 

Pseudocercospora opuntiae aislada de lesiones de cladodios de Opuntia ficus-indica 

(L.) Miller tiene la capacidad de infectar otras especies de importancia económica, lo 

que demuestra que P. opuntiae no tiene un huésped específico.  

 

En la proliferación de yemas axilares se demostró que en el período de estimulación el 

genotipo resistente R mostró un mayor número de brotes que el genotipo T en todas 

las dosis de  BA. En medio basal (MS) el genotipo T mostró un mayor número de 

brotes. 

  La dosis intermedia de BA (2.2 mg.L
-1

) mostró el mayor número de brotes en el 

período de estimulación para ambos genotipos sin diferenciarse significativamente de 

las otras dos concentraciones. 

 

En la obtención de callos el Picloram mostró un desempeño destacable aunque no se 

pudo obtener regeneración.  

No fue posible identificar genotipos con capacidad embriogénica, a pesar de haber 

repetido el experimento en cuatro ocasiones.  

 

La propagación por trozos de cladodios resultó óptima para incrementar genotipos 

seleccionados. Los genotipos evaluados mostraron una respuesta diferencial en cuanto 
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a su capacidad de brotación, número y longitud de brotes bajo las mismas condiciones 

ambientales (sombreado) y edad del cladodio.  

 

Se estableció un protocolo de germinación en semillas de diez cultivares de Opuntia 

in vitro y ex vitro. La germinación se incrementó en un 40 % por escarificación 

mecánica. Se demostró que el ácido giberélico juega un papel esencial en la 

promoción de la germinación (por encima de 90 %), como en la removilización de la 

fuente de hidratos de carbono, mediante el aumento de la actividad amilolítica en las 

semillas germinadas. 

 

Se obtuvo un extracto del cultivo de P. opuntiae, el cual tiene actividades enzimáticas 

de amilasa, celulasa y proteasa, enzimas relacionadas con la degradación de la pared 

celular vegetal. 

Se comprobó que el extracto del cultivo de P. opuntiae tiene la capacidad de generar 

patogenicidad en explantes jóvenes de Opuntia generando síntomas similares a los 

producidos por el hongo puro, su efecto provoca una menor severidad en el desarrollo 

de los síntomas, los cuales tardan más tiempo en aparecer en comparación con el 

hongo puro.  

 

Los perfiles de ADN detectados con ISSR permitieron diferenciar los genotipos  

evaluados. El análisis de agrupamiento (dendrograma) y de componentes principales 

(ACP) con los marcadores ISSR permitieron determinar la variabilidad genética, 

mostraron que existe un agrupamiento entre el genotipo S y R. Se demuestra que los 

marcadores ISSR son útiles para diferenciar cultivares de especies diferentes en apoyo 

a los aspectos taxonómicos. No existe relación directa entre los grupos y la relación 

taxonómica, ya que se emplearon regiones microsatélites que en este caso permitieron 

determinar la variabilidad genética entre los diferentes individuos de Opuntia ficus-

indica (L.) Miller. 

 

El perfil fitoquímico en cladodios de O. ficus-indica (L.) Miller en los metabolitos 

analizados (taninos condensados, compuestos fenólicos totales, flavonoides, mostró 

diferencias entre el genotipo resistente (R) y susceptible (S).  
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La identificación de proteínas, permitió distinguir todas las proteínas presentes, 

observándose en los genotipos R y S diferencias en los pesos moleculares (KDa) los 

cuales se considerarían como la presencia de diferentes proteínas entre dichos 

genotipos.   

La evaluación de las actividades enzimáticas de glucanasas permitió observar 

diferencias en el contenido de estas enzimas en cada una de las fracciones proteícas de  

genotipos R y S. Estos datos muestran que existe una mayor actividad  específica de 

glucanasa en el genotipo resistente en comparación con el susceptible. 

 

La actividad antifúngica de extractos etanólicos de Opuntia después de 10 d de 

crecimiento con P. opuntiae, mostraron una inhibición de su desarrollo en el extracto 

proveniente del genotipo R. Éste tratamiento mostró una densidad óptica similar a la 

presentada por el fungicida Captan®. Por otra parte el genotipo susceptible tiene una 

alta densidad óptica, similar a la encontrada cuando el patógeno crece en medio MEA 

2 %. Este resultado muestra que el genotipo R tiene un efecto fungicida sobre P. 

opuntiae en donde inhibe su crecimiento. 
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Contribuciones al conocimiento 

 

Se identificó morfológica y molecularmente al hongo fitopatógeno Pseudocercospora 

opuntiae. El estudio es el primero de verificación de la enfermedad en Jalisco, México. 

 

Se comprobó que el hongo aislado de los sistemas productivos de nopal en Jalisco es el 

mismo al reportado en la zona centro del país. 

 

Se demostró que Pseudocercospora opuntiae aislada de lesiones de cladodios de Opuntia 

ficus-indica (L.) Miller tiene la capacidad de infectar a Phaseolus vulgaris.  

 

Se comprobó que el extracto del cultivo de Pseudocercospora opuntiae tiene la capacidad 

de generar patogenicidad en explantes jóvenes así como el hongo puro. 

 

Se determinó el perfil fitoquímico en cladodios de O. ficus-indica (L.) Miller en los 

genotipos resistente (R) y susceptible (S) encontrando valores mayores de taninos 

condensados, compuestos fenólicos totales y flavonoides en el primero de ellos. 

 

Se comprobó una mayor actividad específica de glucanasa en el genotipo resistente (R) en 

comparación con el susceptible.  

 

La actividad antifúngica de extractos etanólicos del genotipo R, después de 10 d de 

crecimiento con P. opuntiae, inhibió su desarrollo con resultados similares a los obtenidos 

con el fungicida Captan®.  

 

Adicionalmente en la metodología:  

 

Se estableció un protocolo de estimulación de la germinación in vitro y ex vitro, donde la 

escarificación mecánica y la adición de acido giberélico incrementaron significativamente 

la germinación de las Opuntias.  
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LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN SURGIDAS 

 

 Varios puntos de interés quedan pendientes para ser atendidos en futuros trabajos de 

investigación, entre ellos, determinar los principales mecanismos de penetración, 

patogenicidad y virulencia de Pseudocercospora opuntiae.  

 

 Profundizar en los factores que afectan la organogénesis y la embriogénesis 

somática en Opuntia sps., tales como la correlación entre cantidad de callo y 

factores que inducen la embriogénesis. Así como probar genotipos con diferentes 

fuentes de nitrógeno para la obtención de ES. 

 

 Obtener extractos extracelulares de P. opuntiae a partir de diferentes medios, para 

identificar los posibles factores de virulencia. 

 

 Evaluar los mecanismos de defensa de Opuntia a diferentes tiempos de inoculación 

de P. opuntiae y relacionar estos mecanismos con la expresión diferencial de genes 

de defensa.  

 

 Establecer un protocolo que permita detectar molecularmente la presencia de P. 

opuntiae en cladodios de Opuntia con aparente sanidad. 

 

 Dada la capacidad de infectar otras especies de importancia económica, como 

Phaseolus vulgaris; P. opuntiae no tiene un huésped específico. Éste hecho tiene 

implicaciones en la epidemiología de la enfermedad y necesita ser estudiada. 

 

 Comprobar en plantaciones comerciales el comportamiento de los genotipos 

seleccionados, frente a los factores bióticos del entorno, asi como su productividad. 

 

 Estudiar una potencial asociación entre las cochinillas y la dispersión de la 

enfermedad como un factor adicional a considerar. 
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GLOSARIO 

 

 

Ácido desoxirribonucleico: Componente básico de los genes que contienen la información 

o código genético para la manifestación de los caracteres cualitativos y cuantitativos de los 

organismos.  

Asexual: Reproducción vegetativa en la que obviamente no intervienen los gametos, por lo 

mismo la descendencia tiende a contener el mismo genotipo de la planta madre. 

Callo: Masas desorganizadas de células hasta antes de la diferenciación morfológica y 

fisiológica. 

Embriogénico: Células de callo o de tejidos con capacidad de producir estructuras 

similares a embriones. 

Embrioide: Estructura parecida a un embrión. Otros sinónimos son embrión somático, 

embrión asexual y embrión adventicio. 

Fenoles: Sustancias que poseen uno o más sustituyentes hidroxilo unido a un anillo 

aromático. 

Genotipo: Dotación combinada y determinada de genes nucleares y citoplasmáticos de un 

individuo, con capacidad de expresión particular por interacción con el ambiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos 

 

109 
 

ANEXOS 

 

1. Opuntia ficus-indica (L.) Miller 

De acuerdo a Kiesling (com. pers.), sobre la base de informes históricos, pruebas 

citológicas, referencias bibliográficas, y pruebas taxonómicas de los especímenes de 

herbario y en el campo, la planta de tuna común, Opuntia, es una planta hortícola cuya 

domesticación comenzó hace 9.000 años por los antiguos mexicanos, y se la ha dividido 

erróneamente en varias especies. Durante la domesticación de la especie silvestre (2X), O. 

ficus-indica adquirio un mayor nivel de ploidía (6X y 8X) a través de la hibridación natural. 

Las actuales plantas silvestres de México se han descrito como O. streptacantha, O. 

megacantha  y  amyclaea. Después del descubrimiento de América, O. ficus-indica (L.) 

Miller se introdujo en España y, más tarde, a lo largo de la cuenca del Mediterráneo por los 

marineros que lo utilizaron para prevenir el escorbuto. En los nuevos lugares, ejemplares 

con espinas y sin espinas  se desarrollaron a partir de plántulas que mostraron rasgos de los 

padres del viejo mundo. En los nuevos países, los botánicos los describen como nueva 

especie. Esta evidencia sugiere que los especímenes con y sin espinas son sólo formas de 

O. ficus-indica (L.) Miller, y por lo tanto, por razones de nomenclatura, el nombre de O. 

ficus-indica f. amyclaea (Tenore) Schelle debe ser utilizado para las plantas con espinas.   

De esta manera la nomenclatura Opuntia ficus-indica (L.) Miller se emplea como única 

para todas los especímenes sin espinas en el presente documento de tesis. De acuerdo al 

Codigo Internacional de Nomenclatura de Plantas y Hongos, para las diferentes especies de 

opuntia se denominará Opuntia sps. "International Code of Nomencature" (2009) (Code of 

Melbourne). 

 

2. Proceso de desinfección 

Inmersión en alcohol 96° con agitación por 10 s 

Inmersión en hipoclorito de sodio al 3 % adicionado de dos gotas de detergente líquido 

Agitar durante 10 min  

Lavados tres veces con abundante agua desionizada estéril por 30 s c/u 
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3. Condiciones de cultivo in vitro 

La incubación se realizó a una temperatura de 27 ± 2 °C con un fotoperíodo de 16 h de luz 

fluorescente a 1,500 lux (25 mol s
-1

 m
-2

). 

 

4. Elaboración de medios 

MS (Murashige y Skoog, 1962) 

Sales de MS 

3 % de sacarosa 

7 g·L
-1

 de Agar
®
  

 

5. Composición del medio Gamborg et al. 1968  

0.134 g/L (NH4)SO4 

2.528  g/L KNO3 

0.246 g/L MgSO4  7H2O 

0.150 g/L CaCl2  

0.150 g/L KH2PO4 

0.75 mg/L KI 

3.0 mg/L H3BO3 

10 mg/L MnSO4 H2O 

2 mg/L ZnSO4 7H2O 

0.25 mg/L Na2MoO4 2H2O 

0.025 mg/L CuSO4 5H2O 

0.025 mg/L CoCl2 6H2O 

37.3 mg/L Na2 EDTA 

27.8 mg/L FeSO4 7H2O 

 

6. Extracción de ácido desoxirribonucléico (ADN) 

Se realizó de acuerdo al protocolo Taylor and Lee (1990) con algunas modificaciones, 

como sigue: 0.05 g de material vegetal liofilizado se trituró en un mortero con 1 mL de 

buffer de lisis (Tris-HCl 50mM pH7.2, EDTA 50mM, SDS 3%, β-mercaptoetanol 1%) 

recuperándolo en un tubo eppendorf de 2mL estéril, se incubo a 60°C durante una hora, se 

añadió 500 µL de fenol y 500 µL de cloroformo, se agito manualmente y centrifugo a 

14000 rpm por 10 min, la fase acuosa fue recuperada en un nuevo tubo eppendorf estéril de 

1.5 mL seguido de la adición de 500 µL de isopropanol frio se mantuvó a -20°C durante 30 

min, se centrifugó a 10000 rpm por 5 min se eliminó el ispropanol y la pastilla se lavó con 

etanol al 70% frio, nuevamente se centrifugo a 10000 rpm por 5 min se eliminó el etanol 
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y  la pastilla e DNA se concentró en un concentrador de DNA labconco® finalmente se 

resuspendio en 200 TE µL (Tris-HCl 10mM pH8.0, EDTA 0. 

 

7. Capítulo I Secuencias parcial del gen 18S ribosomal de Pseudocercospora opuntiae 

 
Secuencia parcial del gen 18S ribosomal; secuencia completa del espacio interno transcrito 1 y del 

gen  5.8S ribosomal; y secuencia parcial del espacio interno transcrito 2 

KF975410.1 Pseudocercospora opuntiae strain BSJ1 

CTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCGAAAGCCCGACCTCC

AACCCTTTGTGA 

ACCAACTCTGTTGCTTCGGGGGCGACCCCGCCGTTTCGGCGACGGCGCCCCCGGAGGT

CGTCAAACACTG 

CATCTCTGCGTCGGAGTCTTAAAGTAAATTTGAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT

GGTTCTGGCAT 

CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA

TCGAATCTTTGA 

ACGCACATTGCGCCCCGTGGTATTCCGCGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCA

TTCAAGCCTAG 

CTTGGTATTGGGCGTCGTGGTTCCGCGCGCCTTAAAGTCTCCGGCTAAGCAGTTCGTCT

CTAAGCGTTGT 

GGCATACATTTTTCGCTGAAGAGTTCGGACGGCTTTTGGCCGTTAAATCTTC 

GenBank flat file: 

LOCUS       KF975410                 472 bp    DNA     linear   PLN 29-OCT-2014 

 Pseudocercospora opuntiae strain BSJ1 18S ribosomal RNA gene, 

            Partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal 

            RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, 

            Partial sequence. 

ACCESSION   KF975410 

VERSION     KF975410 

KEYWORDS  

SOURCE      Pseudocercospora opuntiae 

  ORGANISM  Pseudocercospora opuntiae 

            Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; 

            Dothideomycetes; Dothideomycetidae; Capnodiales; 

            Mycosphaerellaceae; Pseudocercospora. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 472) 

TITLE 'Black spot' caused by Pseudocercospora opuntiae in cactus pear productive system of 

Jalisco, Mexico 

JOURNAL   Unpublished 

REFERENCE   2  (bases 1 to 472) 

AUTHORS   María Judith Ochoa, Luis Angel Rivera, Ramon Ignacio Arteaga-Garibay Marcos 

Daniel Martinez-Peña, Javier Ireta, Liberato Portillo. 

TITLE Direct Submission 

JOURNAL Submitted (13-DEC-2013) Microbial Genetics Resources Laboratory, National Center 

of Genetics Resources of INIFAP, 400 Boulevard la Biodiversidad, Las Cruces, Tepatitlan de 

Morelos, Jalisco 47600, Mexico. 

FEATURES Location/Qualifiers 

source 1.472  /organism="Pseudocercospora opuntiae"/mol_type="genomic DNA" 

/strain="BSJ1"/host="Opuntia sp. (nopal)"/db_xref="taxon:705918 /country="Mexico: Jalisco" 
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     rRNA   <1..3 /product="18S ribosomal RNA" misc_RNA 31.17  /product="internal transcribed 

spacer 1" rRNA            177..334 /product="5.8S ribosomal RNA" misc_RNA        335..>47  

/product="internal transcribed spacer 2" 

ORIGIN       

        1 ctccgtaggt gaacctgcgg agggatcatt actgagtgag ggcgaaagcc cgacctccaa 

       61 ccctttgtga accaactctg ttgcttcggg ggcgaccccg ccgtttcggc gacggcgccc 

      121 ccggaggtcg tcaaacactg catctctgcg tcggagtctt aaagtaaatt tgaacaaaac 

      181 tttcaacaac ggatctcttg gttctggcat cgatgaagaa cgcagcgaaa tgcgataagt 

      241 aatgtgaatt gcagaattca gtgaatcatc gaatctttga acgcacattg cgccccgtgg 

      301 tattccgcgg ggcatgcctg ttcgagcgtc atttcaccat tcaagcctag cttggtattg 

      361 ggcgtcgtgg ttccgcgcgc cttaaagtct ccggctaagc agttcgtctc taagcgttgt 

      421 ggcatacatt tttcgctgaa gagttcggac ggcttttggc cgttaaatct tc // 

 

8. Capítulo II 

 

Análisis de varianza del número de brotes generados por diferentes genotipos y 

concentraciones de BA durante el período de estimulación. 

 
Fuente Suma de 

cuadrados 

Df Cuadrado 

medio 

F Valor P 

Efectos principales      

 A: CONCENTRACION BA 10.1111 2 5.05556 3.79 0.0529 

 B: GENOTIPO 50.0 1 50.0 37.50 0.0001 

 Interacción A X B 2.33333 2 1.16667 0.87 0.4418 

RESIDUAL 16.0 12 1.33333   

TOTAL  78.4444 17    

 

Análisis de varianza del número de brotes generados durante el período en MS por 

diferentes genotipos y concentraciones de BA aplicadas durante el período de estimulación. 
 

Fuente Suma de 

cuadrados 

Df Cuadrado 

medio 

F Valor P 

Efectos principales      

 A: CONCENTRACION DE BA 14.1136 2 7.05682 0.33 0.7264 

 B: GENOTIPO 409.043 1 409.043 18.99 0.0008 

 Interacción A X B 169.568 2 84.7841 3.94 0.0461 

RESIDUAL 280.0 13 21.5385   

TOTAL  852.105 18    

 

 

9.  Capítulo IV  
 

La gráfica muestra una interacción significativa entre el genotipo y tipo de inóculo ya que 

la severidad de la enfermedad se incrementó en mayor medida con el inóculo hongo puro 

(ps) que con el filtrado del patógeno en los genotipos 1 (G2) y 5 (R) comparados con el 2 

(G6), 3 (G7) y 4 (T). 

Por lo que se demuestra que el filtrado y el hongo puro tienen la capacidad de generar 

patogenicidad siempre y cuando el genotipo muestre susceptibilidad hacia el patógeno.  
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