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RESUMEN

El nopal es endémico de México y se ha convertido en cultivo al-
ternativo para producir fruta, verdura y forraje en zonas semiaridas;
solamente cinco variedades soportan el mercado nacional de tuna. A
nivel comercial el nopal es propagado vegetativamente, pero para su
mejoramiento se requiere la propagaciéon sexual. A diferencia de
otros cultivos propagados por semilla, una limitante seria del mejo-
ramiento genético del nopal es la apomicxis, ya que dificulta la selec-
cion de individuos obtenidos de cruzas y complica los estudios genéti-
cos, y disminuyen la eficiencia de los programas de mejoramiento. En
este articulo se examina la presencia de plantulas apomicticas obteni-
das de 17 progenies sobresalientes. El origen somatico de las plantulas
apomicticas provenientes de individuos de dos cruzas se corrobord
por medio de la técnica RAPD. Las plantulas apomicticas se separa-
ron con base en tiempo de emergencia y tamaiio, el cual podria ser
utilizado como marcador morfolégico. Se detecté la presencia de efec-
tos maternos asociados a la variedad CDO en la incidencia de plantu-
las apomicticas. La autopolinizacion incrementé significativamente el
nimero de apomicticos en las variedades Amarilla CNF, Reyna y Ro-
salito.

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, nopal, RAPD, seleccién, me-
joramiento genético.

SUMMARY

Priokly pear cactus is endemic to México and has become an al-
ternative crop with uses as fruit, vegetable and forage in semiarid
areas. Only five varieties support the national cactus pear market.
This cactus is propagated asexually for commercial purposes, but
sexual seed propagation is essential for breeding. Unlike other crops
propagated by sexual seed, apomixis represents a serious constraint to
cactus pear breeding. Apomixis difficults the screening of individuals
obtained from crosses, complicates genetic studies and diminishes the
efficiency of breeding programs. This paper discusses the extent of
apomixis of 17 breeding populations. Somatic origin of apomicts from
two crosses was verified with the RAPD technique. It was posible to
separate apomictic seedlings based on emergency time and size. The
presence of maternal effects associated to the variety CDO on the ex-
pression of apomixis was observed. Selfing increased significatively
the number of apomicts en Amarilla CNF, Reyna and Rosalito varie-
ties.
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INTRODUCCION

El nopal es el frutal de temporal o secano mas impor-
tante de la Altiplanicie Mexicana del cual existen mas de
50 mil hectareas plantadas (ASERCA 1999). También es
muy apreciado en Italia, Chile, Brasil y paises del norte de
Africa sobre todo en las zonas semidridas. En México la
produccién comercial se basa en cinco variedades, dos en
Italia y una en Chile, todas ellas derivadas de las introduc-
ciones que se hicieron después de la conquista de México
(Mondragén 2001).

Los nopales cultivados pertenecen en su mayoria a la
especie O. ficus-indica; otras especies de importancia hor-
ticola son: O. robusta'y O. megacantha, que son poliploi-
des (Pimienta, 1990) y apomicticas facultativas, lo que
significa que la misma planta produce semillas con em-
briones cigéticos o de origen sexual y apomicticos o
asexuales. Los individuos apomicticos son derivados del
tejido nucelar (Vélez y Rodriguez 1996) por lo que se trata
de un caso de embrionia adventicia. De acuerdo con Kol-
tunow et al. (1995), la apomixis ocurre en el évulo, lo que
da como resultado una progenie genéticamente idéntica al
progenitor femenino, debido a que la fertilizacion es inne-
cesaria para producir los embriones apomicticos.

El nopal es propagado por medio de fracciones de tallo
con fines comerciales; sin embargo, la propagacion por
semilla sexual es esencial en el mejoramiento genético.
Una limitante seria que dificulta el mejoramiento es la
apomixis, fendmeno frecuente en numerosas Opuntia. No
se conocen todavia aspectos especificos sobre la herencia
ni penetrancia de la apomixis en nopal.
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En cultivos que dependen de las semillas hibridas, la
apomixis representa una herramienta muy importante que
se estudia intensamente, por las posibilidades de reprodu-
cir hibridos sin problemas de segregacion. La apomixis fija
un genotipo debido a que la meiosis no es necesaria para
producir un embrién o un pseudocigoto, lo cual elimina la
posibilidad de la recombinacién genética (Koltunow et al.,
1995).

La semilla de nopal puede incluir embriones asexuales
derivados de los tejidos maternos (Pimienta, 1990; Mon-
dragdén, 2001). Tisserat y Murashige (1979) observaron
apomixis en siete especies de Opuntia incluyendo O. ficus-
indica, la mas importante de las especies cultivadas. De
acuerdo con Pérez (1993) la presencia de semillas en prue-
bas de germinacion con mas de un embrién vari6 de 10.9 a
18.5 % en O. streptacantha y sus hibridos, y de 3.6 a 24.7
% en O. robusta. En la tuna también se observan semillas
fusionadas, pero éstas son faciles de separar, en variedades
mexicanas, Mondragén y Pimienta (1995) reportaron un
rango de 0.2 hasta 7 % del total de semillas dobles o tri-
ples. El cruzamiento artificial puede incrementar la pre-
sencia de individuos de origen apomictico en aquellas es-
pecies que presentan el fenémeno de manera natural
(Brown, 1975).

El origen nucelar de embriones apomicticos en nopal
fue reportado por Vélez y Rodriguez. (1996) mediante el
uso de microscopios de luz y de barrido, lo que permitié
observar que todos los embriones soméaticos estaban confi-
nados a la region micropilar del évulo. Se observaron has-
ta 15 embriones por semilla en todas las etapas de desarro-
llo, pero unicamente aquéllos que contaban con suspenso-
rios germinaron. Las fotomicrografias obtenidas por estos
autores muestran que los embriones de origen cigético son
de mayor tamafio que los de origen nucelar, lo cual proba-
blemente les confiera una mayor velocidad de germinacién
y crecimiento. Yeung y Meinke (1993) también reportaron
que la presencia de suspensorios bien desarrollados permi-
ten la maduracién y germinacién de los embriones nucela-
res mas grandes y viejos, dado que este drgano juega un
papel activo en el desarrollo temprano del embridn.

Los embriones apomicticos, excluyendo la posibilidad
de mutaciones, tienen una constitucién genética idéntica a
la del progenitor materno (Koltunow, 1993). Por tanto, la
presencia de embriones soméaticos que crecen al lado de
embriones cigéticos dificulta la seleccién de individuos ob-
tenidos de cruzas, lo que complica los estudios genéticos.
Los costos del programa de mejoramiento aumentan debi-
do a los individuos adicionales mantenidos en vivero y
campo, y la eficiencia del programa en general se reduce.
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Algunos indicadores de la presencia de apomixis son:
progenies uniformes o individuos de apariencia similar a la
madre en especies de polinizacién cruzada, plantas de apa-
riencia similar a la madre entre progenies F1; variacién
limitada o ausencia de ella en progenies F2 en cruzas de
padres de apariencia contrastante; alta fertilidad de cruzas
de aneuploides, triploides o cruzas amplias de otras plantas
que se esperaria fueran estériles, y multiples plantulas por
semilla, entre otros caracteres morfoldgicos (Hanna y Bas-
haw 1987). En la produccién de portainjertos de citricos
las plantas apomicticas son preferidas por ser uniformes y
vigorosas, Anderson et al. (1991), reportaron que con el
uso de los marcadores morfologicos tamafio y habito de
crecimiento pudieron separar los individuos de origen ma-
terno de citrumelo (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata).

La identificacién completa de individuos apomicticos
de nopal basada solamente en el fenotipo es dificil debido a
la duracién de la etapa juvenil (4 a 6 afos). La identifica-
cion de caracteres fenotipicos presentes en la etapa juvenil
podria acortar el tiempo dedicado a esta actividad. Desde
el punto de vista préctico, la selecciéon es mas sencilla
cuando se cuenta con marcadores fenotipicos de la apo-
mixis. La identificacion morfoldgica es mas dificil si los
padres estin emparentados. Las huellas genéticas podrian
ser una herramienta precisa para revelar el origen genético
de un individuo; sin embargo, el procedimiento se dificulta
cuando se trabaja con un gran nimero de cruzas y se ma-
nejan progenies grandes en cada generacion.

La combinacién de caracteres fenotipicos y de RAPD
ha sido reportada por Ur-Rahman et al. (1997) para eva-
luar la similaridad genética entre plantulas apomicticas y el
progenitor materno en dos especies de Malus; la misma
técnica fue usada por Loépez et al. (1997) en mango. En
ambos casos la identificacion se facilitd al usar los patro-
nes de bandas RAPD. En el caso de zarzamora (Rubus
Subgen. Rubus) la técnica de hibridaciéon del ADN con la
sonda M13 produjo huellas genéticas muy efectivas en la
separacion de individuos apomicticos e hibridos interespe-
cificos (Antonius y Nybom 1995).

Los objetivos del presente trabajo fueron: determinar la
presencia de apomixis en individuos de poblaciones de
cruzas selectas, mediante la utilizacion de la técnica de
RAPD en la separacion de individuos por su origen genéti-
co, y correlacionar la informaciéon obtenida con caracteres
de plantula faciles de registrar.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal.

17 cruzas (Cuadro 1)
ma de Mejoramiento de

Se usaron semillas provenientes de
efectuadas en 1997 del Progra-
Nopal y Frutales del Campo
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Experimental Norte de Guanajuato, del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INI-
FAP). Las semillas se seleccionaron por su apariencia,
descartando las fusionadas y abortadas. Se escarificaron
sumergiéndolas dos veces en agua caliente (80 °C) hasta
llegar a temperatura ambiente y dejandolas en remojo por
24 horas (Mondragdn, 2001). Posteriormente se desinfec-
taron con hipoclorito de sodio 10 % por 10 minutos y se
enjuagaron finalmente con agua purificada. Previo a la
siembra, la semilla se traté con el fungicida Banroot (Etri-
diazol + Thiophanato de metilo) 20 g/kg, para prevenir la
pudricién suave (Fusarium spp., Phytium spp., etc.). Se
usaron charolas con sustrato estindar para la germinacion
de las semillas. El experimento fue conducido en los in-
vernaderos de la Universidad de Purdue, manteniendo una
temperatura diurna de 27 °C y nocturna en 15 °C. Se usa-
ron 200 semillas por poblacion divididas en cuatro bloques
de 50. Las charolas se mantuvieron con humedad constante
y con un régimen de 14 horas de luz dado por 1amparas de
vapor de sodio. Se registro el tiempo y la tasa de germina-
cion, color y orientacién de los cotiledones, presencia de
espinas y color del cladodio inicial a los 100 dias. Las
plantulas fueron marcadas de acuerdo con el momento de
emergencia. El registro de la germinacién se suspendid a
los 120 dias.

Cuadro 1. Germinacion de semillas de poblaciones de nopales mexicanos
y cruzas selectas.

Peso de 100 Germinacién Plantulas Germi-

Progenie semillas (g) (%) "apomicticas” nacién

(%) (dias)
Cristalina (CRIS) 2.44 67 a 17 a 71
Copa de Oro (CDO) 2.23 70 a 20 a 42
Reyna (REY) 1.70 10c S5cd 26
Rosalito (ROS) 2.00 54 ab 2d 70
CDO autopolinizada 2.04 70 a 15b 82
REY autopolinizada 1.62 38 be 13b 49
ROS autopolinizada 2.07 52 ab 3d 86
CDO x ROS 2.25 50b 18 a 74
ROS x CDO 2.20 47b 1d 47
CRIS x ROS 2.25 79 a 8 bc 37
ROS x CRIS 1.65 49b 2d 36
CDO x ACN 1.50 78 a 19a 61
REY x ACN 1.75 50b 6cd 61
CDO x REY 1.95 66 a 16 b 60
ROS x REY 1.80 55b 2d 61
REY x ROS 1.75 62 b 6 cd 32
CRIS x ACNF 2.50 16 ¢ 2d 74

Literales iguales en columna indican valores estadisticamente iguales
(Tukey, 0.05).

Método de extraccion de ADN. Para la extraccién de
ADN se sigui6 la técnica reportada por Mondragén et al.
(2000), especifica para Opuntia y utilizando la punta del
primer cladodio. La concentracién de ADN se midi6 con
un espectrofotémetro y la calidad del ADN fue evaluada
mediante la relacién de absorbancia A2so:Axe0; la respuesta
de muestras del ADN obtenido se midi6 en corridas de
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prueba de reacciones de amplificacion de ADN (Polymera-
se Chain Reaction, PCR).

Protocolo RAPD. Se utiliz6 el protocolo reportado por
Conner et al. (1997) en un estudio de variedades de man-
zana (Malus domestica Borkh). Cada reaccién incluyd 2.5
mL de bufer 10X para PCR; 1.25 mL de mezcla de dinu-
cledtidos (2.5 mM); una unidad de Taq polimerasa, 1.5
mL de iniciador (10 mM) y 1.5 mL de Mg Cl. (25 mM);
para completar un volumen de 25 mL se usé agua deioni-
zada y destilada. Se agregaron de 20 a 40 ng de ADN ge-
némico. Las reacciones de PCR se hicieron bajo las si-
guientes condiciones: desnaturalizacion inicial por 5 minu-
tos a 95 °C; desnaturalizacién a 95 °C por 30 segundos;
extension de 1 minuto a 72 °C; extension final de 5 minu-
tos a 72 °C. Para la amplificacion se seleccionaron siete
iniciadores arbitrarios; OPG-03, OPG-05, OPG-07, OPG-
13, OPC-06, OPA-01 y OPM-12, obtenidos de Operon
Technologies (Alameda, California). La reaccién se corrid
durante 40 ciclos. Las PCR se hicieron en un termocicla-
dor modelo PTC100 (MJ Research Inc.). Los productos de
amplificacion fueron separados en un gel de agarosa 0.6 %
en bufer TBE, coloreados con bromuro de etidio y después
fotografiados. Dos de las reacciones PCR fueron repetidas
tres veces para comprobar su repetibilidad.

Se selecciond una muestra de cinco plantulas de las
cruzas CDO x ROS, cuatro de CDO x REY, una de CDO
x ACN para el estudio molecular. Las plantulas fueron se-
leccionadas de acuerdo con su fecha de emergencia y ta-
maflo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion de semillas. El porcentaje de germina-
cién vari6 de 10 % obtenido en REY hasta 79 % observa-
do en la cruza de CRIS x ROS; el promedio general fue de
54 %, (Cuadro 1) valor que es comparable con los valores
reportados por Wang et al. (1996) quienes reportaron un
maximo de 54 % con semillas colectadas de clones mexi-
canos y chilenos, cultivados en Kingsville, Texas y con los
de Nieddu y Chessa (1997) quienes reportaron 49 % con
semillas del cv. "Gialla" en Italia.

La germinacién empezé de 7 a 10 dias después de la
siembra. El tiempo necesario para alcanzar el porcentaje
maximo de germinacién varié de 32 dias en la cruza REY
x ROS hasta 86 dias en la semilla de ROS autopolinizada
durante el periodo de 120 dias considerado en el estudio.
El tiempo necesario para alcanzar la maxima germinacién
no estuvo correlacionado con el porcentaje de germinacién
(r=0.12), ni con el porcentaje de plantulas apomicticas
(r=0.002). No se encontrd correlacién significativa entre
el porcentaje de germinacién y el nimero de plantulas
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apomicticas (r=0.27). A diferencia de otras especies como
los pinos (Kozlowski y Pallardy, 1997), el tamafio de se-
millas no se asoci6 con el porcentaje de plantulas apomic-
ticas.

El origen genético de la semilla no afect6 la germina-
cioén y las semillas derivadas de autopolinizacion germina-
ron de manera similar a las obtenidas de polinizacién
abierta y de cruzas, las cuales presentaron valores cercanos
al promedio, con excepcion de la cruza CRIS x ACN que
registr6 16 %.

Las plantulas supuestamente "apomicticas” fueron visi-
bles dos dias después que las "cigdticas" y todas fueron
reconocibles mientras los cotiledones estuvieron presentes.
Estas plantulas fueron mas pequefias y faciles de identifi-
car. La diferencia en tamafio se redujo durante los siguien-
tes cuatro meses, observandose que las mas pequefias al-
canzaron un tamano similar a las "cigdticas".

Identificacion molecular de muestras de plantulas de
acuerdo con su tamaio. Las Figuras 1A y 1B muestran
los productos de amplificacion obtenidos con los iniciado-
res OPG-13 y OPM-12 , respectivamente, de plantulas que
emergieron tarde y que fueron arbitrariamente nombradas
“apomicticas”, contra dos muestras de DNA de plantulas
que emergieron temprano y que fueron mas grandes duran-
te los primeros tres meses. El nimero total de bandas de
los progenitores maternos mostré poca variacién, indica-
cioén probable de parentesco cercano, aun cuando fenotipi-
camente son diferentes. Una banda adicional fue detectada
para ROS cuando se compara con CDO y se aprecian dos
bandas ausentes cuando se compara CDO con REY.

Dado que las cruzas comparten el mismo progenitor
materno, los patrones de bandas pueden compararse entre
si y con CDO. Tanto para el iniciador OPM-12 como el
OPG-03, los patrones de bandas entre individuos "apomic-
ticos" son sensiblemente similares. Al comparar cualquiera
de ellos con CDO (progenitor materno) en ambas cruzas la
similitud se mantiene, por lo que se puede afirmar que las
plantulas seleccionadas son de origen somitico, ya que
comparten las mismas huellas genéticas que la madre.

Correlacién entre caracteres fenotipicos y RAPDs.
Con excepcion del tamafio de plantula ningin otro caricter
fenotipico juvenil se asocié con su origen genético. La se-
leccién de plantulas de acuerdo con su tamaifio podria ser
util en las cruzas estudiadas, ya que los patrones RAPD
observados en las plantulas pequefias fueron similares a los
de la hembra, lo que corrobora su origen materno.
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Figura 1. Productos de PCR de muestras de DNA de plantulas de nopal
con los iniciadores OPG-13 (CTICTCCGCCA) (A) y OPM-12
(GGGACGTTGG) (B). (Pb:pares de bases; M es el marcador de tamario
de fragmentos de ADN: uPC 19 de Biosynthesis Inc.). Los niimeros iden-
tifican las muestras de pldntulas que emergieron tarde. Las flechas indi-
can las bandas adicionales encontradas en uno de los progenitores feme-
ninos.

Efecto de la autopolinizacion en la presencia de
apomicticos. La autopolinizacion indujo un incremento de
individuos apomicticos en entradas con poca tendencia a la
produccién de los mismos (ROS y REY en el Cuadro 1).
Por otro lado, la autopolinizacién no incremento la presen-
cia de apomicticos de CDO (de polinizacién abierta), el
cual presenta 20 % de plantulas de origen probablemente
somatico contra 18 % de apomicticos cuando se autopoli-
niz6. En Solanum (Phureja) se ha identificado el efecto del
polinizador en la induccién de dihaploides o asexuales
(Montelongo y Rowe, 1969).
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Figura 2. Efectos maternos en la expresion de apomixis en cuatro cruzas
de nopal.

La fuente de polen afecta el porcentaje de plantulas
apomicticas. Los valores mas altos de individuos apomic-
ticos se encontraron asociados a entradas particulares.
CDO present6 20 % de apomicticos y fue consistente en
todas aquellas cruzas en las cuales se incluyé como hembra
(Figura 2).

Cuando CDO se cruz6 con ROS (una entrada que pre-
sentd baja incidencia de apomicticos, 1 %) el niimero de
plantulas de origen materno incrementd significativamente
(hasta 18 %). Un efecto similar fue observado cuando
CDO se cruz6 con ACN y REY, las cuales reportaron 19
y 16 % de plantulas apomicticas, respectivamente (Figura
2).

Cuando dos progenitores con baja incidencia de apo-
micticos se cruzaron, el nimero de ellos se incrementd pe-
ro no significativamente, como se observa en la cruza de
ROS x REY, la cual present6 2 y 5 % respectivamente en
individuos de polinizacién abierta, y se incrementé a 6 %
en la cruza (Cuadro 1). Estos resultados sugieren la posibi-
lidad de un efecto materno, el cual es necesario caracteri-
zar en estudios futuros para definir el modo de expresion
de este caracter.

CONCLUSIONES
La presencia de mas de una plantula por semilla fue
observada en todas las poblaciones estudiadas independien-

temente de su origen genético.

La técnica de RAPD permiti6 la separacion de plantu-
las de origen materno en las cruzas seleccionadas para el
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ensayo de PCR. Los patrones de bandas obtenidos fueron
consistentes con la seleccién preliminar por tamafio de
plantula. Sin embargo, es necesario hacer un estudio mas
extensivo antes de generalizar su aplicacién como criterio
de seleccién.

Se encontrd que el progenitor CDO, cuando se incluy6
como hembra en las cruzas, indujo un mayor nimero de
plantulas apomicticas, con lo cual se evidencia un probable
efecto materno. La autopolinizacién tambien increment6 la
presencia de plantulas de origen apomictico.
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