UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
DEPTO. DE PARASITOLOGIA AGRICOLA
M. EN C. EN PROTECCION VEGETAL

EFECTO DE LA NUTRICION EN EL ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO
DE NOPAL (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.)

TESIS
COMO REQUISITO PARCIAL -5 4 <7' €
PARA OBTENER EL GRADO DE! 2t __;', :"/, e
:‘ '—-;:';. “.‘F“ \\)’.%-;-ll ¥ .I-:
MAESTRA EN CIENCIAS EN PROTECCION VEGETAL

e OO GERERL ACHEMP

(P30, 6 SEIG ESRLAT
PRESENTA: YA EXRMENES PROFETFN

ALEJANDRA SOFIA SANCHEZ AVILA

Chapingo, México, 2017




EFECTO DE LA NUTRICION EN EL ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO DE
NOPAL (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.)

Tesls realizada por Alejandra Sofia Sanchez Avila bajo la direccion del Comite
Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceplada como requisito parcial para

abbener al grado de;

MAESTRA EN CIENCIAS EN PROTECCION VEGETAL

\
DIRECTORA: bﬂ?j{k
-

“Dra. Ernestina Valadez'Moctezuma

ASESOR:

Dr. Mateo Vargas Hernandez =~

ASESOR: _. ﬁfﬁ/ )

an Mendoza .

Chapinge, Edo. de México mayo da 2017



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca que

me otorgo para realizar mis estudios de Maestria.

A la Universidad Autébnoma Chapingo por permitirme formar parte de su

comunidad estudiantil.

A mis profesores y comparfieros por compartirme su tiempo, experiencia y

conocimientos.

A mi familia por todo el animo brindado.

A la Dra. Ernestina Moctezuma Valadez por su direccion y apoyo durante

toda esta investigacion.

Al Dr. Mateo Vargas por su ayuda en toda la parte estadistica.

A los Dr. Anselmo Cabrera y Nahum Marbén por su colaboracion y

comentarios en la realizacion de ésta investigacion.

Al Dr. Joel Corrales por permitirme utilizar el liofilizador.

Al Dr. Marcos Soto y al M.C. Rubén por su asesoria y por facilitarme el

equipo para HPLC.

A Dolores Luna y Diana Becerra por su paciencia y amabilidad.



DATOS BIOGRAFICOS

La autora de la presente tesis, naci6 en la ciudad de
Aguascalientes, Ags., el 01 de julio de 1989. En la misma ciudad realiz6

sus estudios de nivel basico, medio y superior.

Trabajé en el Herbario de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes (UAA)
en un proyecto auspiciado por la CONABIO. En 2014 obtuvo el titulo de
Bidloga por parte de la UAA. Trabajo para el Sistema Producto Guayaba como

extensionista.

En 2015 ingres6 a la Maestria en Ciencias en Proteccion Vegetal del
Departamento de parasitologia agricola de la Universidad Autonoma

Chapingo.



TABLA DE CONTENIDO

INDICE DE CUADROS ..ot Vi
INDICE DE FIGURAS ...t vii
RESUMEN GENERAL ......ovvuniiiiiiieee e 1
GENERAL ABSTRACT ...ttt 1
I. INTRODUCCION GENERAL .....oovtiiiiieiiieee e 2
. HIPOTESIS ..o, 3
HI. OBJETIVO GENERAL .....oovtiiiiiiiieee e, 3
3.1 Objetivos eSPECIfICOS ......vieiri i 3
IV. LITERATURA CITADA ....ooeiiiii e, 4

CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA

1.1Clasificacion TaxXxonOmMICa ..........ccoeireuiiiiriiii e e 5
1.2 Descripcion, origen y distribucion ... 5
N R O ol = o =T T 5
L1.2.2 OPUNLIA .ot 6
1.2.3 Opuntia ficus-iNdICa ........cciiiiiiii e 7
RS 1] o To ] i =1 [ox - PPN 7
1.4 Problemas fitoSanitarios ...........oovieiiiiiiiiiie s 9
1.5 Engrosamiento del cladodio ............ccooiiiiiiiii i 15
1.6 Literatura Citada .........oueiniiie e 18

CAPITULO Il. METODOLOGIA GENERAL

2.1 Preparacion del sustrato ..........c.cooeiiiiiiiii i 22
FZZ0Z20 N[ 1 o o T o 23
2.3 Instalacion del eXperimento .......c..o.vieiiiiii 24
2.4 Diseflo de tratamientos ..........ooieiiriieiie e 25
2.5 ANAIISIS €StadiStICO .....veiie e 26
2.6 Literaturacitada ...........cooiii 27



CAPITULO IIl. EFECTO DE LA NUTRICION EN EL DESARROLLO DE
SINTOMAS DE ENGROSAMIENTO DEL CALDODIO EN Opuntia ficus-
indica (L.) Mill.

S.LINEOAUCCION ...ttt e 29
3.1.1 Nutricidn y requerimientos agroecolO0giCoS ..........cocveeieiniiiieenennns, 29
.2 OBJBLIVOS ...t 31
LB HIPOLESIS .o 31
3.4 Materiales Y MEtOAOS .......ouiniiiii e 31
3.5 Resultados Y DISCUSION .......cueiniii i e 32
3.6 CONCIUSIONES ... e 38
3.7 Literatura CItAd@ .........ouiniiieiiee e 39

CAPITULO IV. EFECTO DE LA NUTRICION EN LA PRODUCCION DE
FITOHORMONAS EN Opuntia ficus-indica (L.) Mill. CON
ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO

v I [ g1 oo [1 o ot [o ] o PP 42
4.1.1 HOrmonas VEQEtales ........c.oeuiiiiii e 42
4.1.2 Reguladores de crecimiento vegetal y el calcio ............................. 45
4.2 ODJELIVOS ...ttt e 45
4.3 Materiales y MEtodOS ........ouiuiniiii i 46
4.4 ResultadoS Y DISCUSION .....ouininii e 47
A5 CONCIUSION ...eee e 55
4.6 Literatura citada ........ ..o 56
ANEX O | o 57
ANEX O Il e e 58



LISTA DE CUADROS
CAPITULO I.

Cuadro 1. Enfermedades fungosas reportadas para el género Opuntia ..... 10

Cuadro 2. Enfermedades bacterianas y virales reportadas para el género
OPUNEIA e 11

Cuadro 3.1 Principales insectos plaga reportados para el género Opuntia

........................................................................................... 12
Cuadro 3.2 Principales insectos plaga reportados para el género Opuntia
.......................................................................................... 13
Cuadro 3.3 Principales insectos plaga reportados para el género Opuntia
........................................................................................... 14
Cuadro 4. Nematodos que afectan el cultivode nopal ............................ 15
Cuadro 5. Fitoplasmas reportados en especies del género Opuntia .......... 17
CAPITULO L.
Cuadro 6. Andlisisde suelode [a UACh .......cooiiiiiiiiiee 22
Cuadro 7. Solucion nutritiva general aplicada para la fertilizacion de las plantas
EXPEIMENTAIES ... 23
Cuadro 8. Tratamientos aplicados ............ooiiiiiiiiiii e, 23

Cuadro 9. Factores y niveles utilizados para el disefio del experimento ..... 25

CAPITULO IIL.

Cuadro 10. Micronutrientes sugeridos y sintomas de deficiencia ............. 30
Cuadro 11. Escala de severidad del engrosamiento de cladodios de nopal

.......................................................................................... 32
Cuadro 12. Resumen de tratamientos aplicados, incidencia e hipotesis ...... 32
Cuadro 13. Efecto de la Sintomatologia de la planta madre sobre la morfologia
de O. ICUS-INAICA .. .e et 35
Cuadro 14. Efecto del Sustrato sobre la morfologia de O. ficus-indica ........ 36
Cuadro 15. Efecto del Sustrato sobre la morfologia de O. ficus-indica ........ 36

Vi



CAPITULO IV.

Cuadro 16. Funciones de fitohormonas .......cc.eeeeei i, 43
Cuadro 17. Sintesis, almacenamiento, transporte y sefalizacion de hormonas
VEGEIAIES .. 44
Cuadro 18. Efecto de la Sintomatologia de la planta madre sobre la
acumulacion de fitohormonasen cladodios de O. ficus-indica .............. 48
Cuadro 19. Efecto del Sustrato sobre la acumulacién de fitohormonasen
cladodios de O. ficUS-INAICA .....oooeiiii e 48
Cuadro 20. Efecto del Calcio sobre la acumulaciéon de fitohormonasen
cladodios de O. fiCUS-INAICA .. ..eeeeieieee e i 50
Cuadro 21. Efecto de la Fertilizacibn sobre la acumulacién de
fitohormonasen cladodios de O. ficus-indica ........ccoccevvieienna. ... 51
Cuadro 22. Acumulacion de fitohormonas en cladodios de O. ficus-indica con
sintomas (S) y sin sintomas (AS) de engrosamiento ................c.ccceeenn.n. 52
Cuadro 23. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) y nivel de significancia
(P) entre diferentes variables de respuesta por efecto de la severidad ....... 54
Cuadro 24. Parametros de gradiente CLAR ..o, 57
Cuadro 25. Tiempos de retencion de estandares internos ....................... 58

Vi



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO I

Figura 1. Produccion Nacional sembrada de Nopal (Opuntia spp.) .......... 8

CAPITULO L.

Figura 2. Ejemplo de esquejes sembrados en bolsas de plastico ........... 22

CAPITULO I

Figura 3. Gréfica de barras del de la nutricion sobre la severidad e incidencia

del  engrosamientodelcladodio .............coooiiiiiiiiiii i 33

Figura 4. Diagrama lineal del efecto de la nutricién sobre la morfologia del
O. fICUS-INAICA ..oneeii e 37

Figura 5. Grafica de barras del efecto de la nutricion sobre la morfologia de
O. fICUS-INAICA ..o e 37

CAPITULO IV.

Figura 6. Diagrama de caja de la cantidad de hormonas en plantas de O. ficus-
indica con diferentes niveles de severidad ... 52

Figura 7. Gréfica de barras de la produccion de hormonas en plantas
asintomaticas vs sintomaticas de O. ficus-indica ........................ 53

viii



EFECTO DE LA NUTRICION EN EL ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO DE NOPAL
(Opuntia ficus-indica (L.) Mill.)
NUTRITIONAL EFFECT ON CLADODE THIKENING IN CACTUS PEAR (Opuntia ficus-
indica (L.) Mill.)

RESUMEN GENERAL

El nopal es una planta de importancia,
economica, ecoldgica y cultural en México, sin
embargo, el rendimiento promedio del cultivo es
bajo debido a los problemas fitosanitarios y al
manejo deficiente que se le da. Uno de los
principales problemas que merman la
produccién es el engrosamiento del cladodio.
Estudios recientes han reportado una
acumulacién de AlA en las plantas afectadas.
Se sabe que el Ca?* afecta directamente en la
actividad de las fitohormonas por ser
transductor de sefiales y regulador de
crecimiento. Se aplicaron 11 tratamientos para
ver el efecto de la nutricion sobre la produccion
de hormonas, severidad, incidencia y morfologia
en plantas con y sin engrosamiento. Los
tratamientos con la aplicacion mas alta de Ca?*
tuvieron la incidencia mas baja de sintomas (0-
10%) mientras que en los tratamientos con
bajos niveles de nutricién la incidencia fue de
hasta el 100%. Las medias de los diferentes
niveles de fertilizacion fueron significativamente
diferentes para todas las variables morfolégicas
evaluadas a un nivel de confianza del 95%,
agrupandose con un orden generalmente légico
en el que los tratamientos con una nutricibn mas
completa presentaron medias mas altas. Se
encontré una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.0001) en la acumulacion de
hormonas (AIA, AIB, ABA, Zea y AG3) en
plantas con suelo UACh con respecto al sustrato
experimental, y en plantas sintomaticas
respecto a las asintomaticas (excepto AlA). Se
observé una fuerte correlacion entre varios
reguladores de crecimiento (P < 0.002), entre
ellos el AIA que al parecer ejerce un efecto
indirecto en el desarrollo de los sintomas. La
severidad de la enfermedad estd fuertemente
ligada al sustrato y al desbalance de AIB + Zea,
aunque también es afectada por otros factores
como la salud de la planta madre.

Palabras clave: O. ficus-indica, engrosamiento
del cladodio, nutricion, fitohormonas.

Sanchez Avila S. A.l'y Valadez Moctezuma E.2
GENERAL ABSTRACT

The cactus pear is a plant of economic,
ecological, social and cultural importance in
Mexico, however, the average yield of the crop
is low due to phytosanitary and handling issues.
One of the main problems that diminish the
production is the cladode thickening. Recent
studies have reported an accumulation of AlA in
the affected plants. It is known that calcium
directly affects phytohormone activity by being a
signal transducer and growth regulator. We
apply 11 treatments to evaluate the nutritional
effects on the development of thickening
symptoms in Opuntia ficus-indica. We found that
the health of the mother plant has a strong
impact on the development of later symptoms,
and growth regulators quantity, however, the
effect of nutrition was even more important in the
morphological issues. The treatments with the
highest application of Ca had the lowest
incidence of symptoms (0-10%), whereas those
with poor nutrition had an incidence of up to
100%. The means of the different levels of
fertilization were significantly different for all the
morphological variables evaluated at a 95%
confidence level, grouping with a generally
logical order in which the richest treatments
presented higher means. The means of the
growth regulators evaluated (AIA, AIB, ABA,
AG3 and Zea) were significantly different
(P<0.0001) in treatments with UACh soil vs
experimental substrate. The means comparison
of the symptomatic and asymptomatic plants
shows the same results except in AlA. A strong
correlation was observed between several
growth regulators (P <0.002), including AlA that
seems to exert an indirect effect on the
development of symptoms. The severity of the
disease is strongly linked to the substrate and
the imbalance of AIB + Zea, although it is also
affected by other factors such as the health of
the mother plant.

Keywords: O. ficus-indica, cladode thickening,
nutrition, phytohormones.

! Tesista: M. en C. en Proteccidn Vegetal, Dpto. de Parasitologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.
2 Directora de tesis: Profesora Investigadora de tiempo completo, Dpto. de Fitotecnia, UACh.



|. INTRODUCCION GENERAL

El nopal (Opuntia spp.) es una planta de la familia de las cactaceas cuyo centro de
origen y dispersién es México. Se conocen mas de 200 especies distribuidas en
Ameérica, aunque por su propagacion sexual y asexual (vegetativa) genera una gran
diversidad y ecotipos, su clasificacion permanece incierta (Flores et al., 2016).
Ademas de ser un emblema nacional, el nopal es tipico del paisaje mexicano con
alrededor de 3 millones de hectareas de especies silvestres en todo el pais (Anaya y
Bautista, 2008).

México es el principal productor de nopal en el mundo, su cultivo y domesticacion
datan de tiempos prehispanicos, principalmente en el centro y norte del pais
(Mondragdn, 2002). Sin embargo, el rendimiento promedio reportado del cultivo es
bajo (SIAP, 2015), en gran medida por la poca inversién y cuidado que se acostumbra
para este cultivo por ser de baja rentabilidad, y por otra parte por las plagas y
enfermedades que lo afectan como la mancha negra del nopal provocada por
Pseudocercospora opuntiae, la pudricion negra (Fusarium spp.), el picudo del nopal
(Metamasius spinolae), la grana cochinilla (Dactylopius coccus) y el engrosamiento

del cladodio de nopal (Hernandez et al., 2014).

La enfermedad mas importante reportada para el cultivo de nopal es el engrosamiento
del cladodio, también conocido como amachamiento, a la que se le han atribuido
varios agentes causales, siendo el mas reciente un fitoplasma, sin embargo, hasta la

fecha no es claro (Marquez et al., 2012).

Los estudios de engrosamiento se han enfocado principalmente en el agente causal;
pero también es importante considerar la presencia o acumulacién de fitohormonas y
su relacion con la nutricién. Hasta la fecha no hay literatura que muestre los efectos
de la nutricion sobre el desarrollo de la enfermedad, factor clave para el manejo de la

misma.



Il. HIPOTESIS

La nutricion de O. ficus-indica desempefia un papel fundamental en la presencia y

severidad del engrosamiento del cladodio de nopal.

Ill. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la nutricién en el desarrollo de sintomas de engrosamiento del

cladodio y en la acumulacion de fitohormonas en nopal.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer en condiciones de invernadero diferentes tratamientos de nutricion
con plantas provenientes de cladodios engrosados y normales.

e Realizar una escala de severidad de la sintomatologia.

e Determinar la incidencia del engrosamiento en los distintos tratamientos.

e Generar una base de datos con medidas morfolégicas de las plantas.

e Obtener muestras de tejido de las plantas desarrolladas en los diferentes
tratamientos para extraer fitohormonas.

e Realizar Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) con los extractos
obtenidos para deteccion y cuantificaciéon de 5 fitohormonas: Acido Giberélico
(AG3), Acido Indolacético (AlA), Acido Absicico (ABA), Acido Indolbutirico (AIB)
y Zeatina (Zea).
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CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA

1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

El origen de O. ficus-indica ha sido ampliamente discutido, se sabe que fue domesticada en
la época prehispanica, sin embargo, se desconoce la especie silvestre que la origind. A pesar
de los problemas de clasificacion que padecen los taxones desde familia (Cactaceae) hasta
género (Opuntia), la clasificacién de O. ficus-indica ha sido mas o menos constante y es la
que se presenta a continuacion (Britton y Rose, 1919; Stevens, 2001; Reyes y Hernandez,
2005).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Opuntioideae
Tribu: Opuntieae

Género: Opuntia Mill.

Especie: O. ficus-indica (L.) Mill

1.2 DESCRIPCION, ORIGEN Y DISTRIBUCION

1.2.1 Cactaceae

Las cactaceas se caracterizan por ser arboles o arbustos suculentos con hojas
efimeras 0 ausentes y espinas en aréolas. Es una familia polipétala, de ovario casi
siempre infero con numerosos estambres (Lerner, 2010). Monoicas con flores
generalmente bisexuales. Tallos erectos a decumbentes. Algunas son articuladas o
tuberculadas (Arias et al., 2012).



Familia originaria de América, aunque varias especies del género Opuntia fueron
llevadas a Europa, Asia y Australia. Otros géneros como Rhipsalis se distribuyen por
Africa, Madagascar y Sri Lanka (Arias et al., 2012). Estéa integrada por (96) 124-139
(235) géneros y 1,438 — 1,866 (2,900) especies, dependiendo del sistema de
clasificacion (Stevens, 2001; Lerner, 2010; Arias et al., 2012). Se calcula que en
México hay 60 géneros 'y 670 especies de las cuales casi el 80% son endémicas (Arias
et al., 2012).

1.2.2 Opuntia

Opuntia al igual que todos los géneros de la subfamilia Opuntioidae presenta
gléquidas en las aréolas y se caracteriza por presentar tallos en forma de cladodios o
pencas. Crecen generalmente como arbustos o arboles erectos o decumbentes, rara
vez rastreras. Hojas generalmente conicas, pequefas, efimeras, a veces vestigiales.
Flores diurnas, solitarias, laterales o subterminales con tépalos de coloracién notoria.
Estilo engrosado en la base, mas largo que los estambres. Frutos redondos, ovalados
a clafivormes, con una cubierta amarilla, verde, roja-parpura, paredes externas
cubiertas de gléquidas y lana, a veces ademas con espinas y/o cerdas. Pulpa
generalmente jugosa, blanca a purpura con semillas planas a esféricas con arilo

anular desarrollado (Lerner, 2010; Arias et al. 2012).

Género Americano, distribuido desde Canadé hasta Argentina y Chile incluyendo las
Antillas, con varias especies naturalizadas en Europa, Asia, Africa y Australia (Lerner,
2010; Arias et al. 2012).

Definir la cantidad de especies de Opuntia es complicado, por un lado, se discute la
monofilia del género. Algunos autores como Hunt (2006) apoyan la parafilia del grupo,
aunque la evidencia mas reciente indica que es un grupo monofilético y por tanto
deben reconocerse Nopalea y Consolea dentro del género Opuntia (Stevens, 2001;
Hernandez et al., 2011; Majure et al., 2012). Otra complicacion para la clasificacién es
el hecho de que Opuntioideae aun no ha sido definida, se propone que ésta subfamilia
sea conformada por 8 (Hunt, 2002) a 16 (Dickie y Pritchard, 2002) géneros.
Dependiendo del sistema de clasificacion que se use, se calcula que hay alrededor de
75 y 300 (Hunt, 2006; Lerner, 2010) especies en el mundo y aproximadamente 100
en nuestro pais (Arias, 2012).



1.2.3 Opuntia ficus-indica

Se diferencia de las demés especies del género Opuntia por la ausencia total o casi
total de espinas en los cladodios. Cualidad que fue adquirida probablemente en el
proceso de domesticacion, pues hasta la fecha no se conoce ninguna poblacion
silvestre de ésta especie (Ledn, 2000; Reyes y Hernandez, 2005). Las articulaciones
pueden llegar a medir hasta 63 cm, tienen una coloracidon glauca mas o menos opaca
y son de forma obovada a eliptica, comparativamente mas anchas que O. lanceolata
y O. maxima. Perianto amarillo-verde; ovario infero de 5 cm aproximadamente. Fruto
amarillo a rojo, turbinado, eliptico o globoso, no umbilicado a profundamente
umbilicado (Britton y Rose, 1919; Reyes y Hernandez, 2005).

Especie cultivada de origen y domesticacion mexicana, donde se encuentran la
mayoria de los cultivares de la especie, aunque en la actualidad se siembra también
en Europa, Oceania, Africa y Asia (Ledn, 2000; Reyes y Hernandez, 2005). La especie
silvestre de la cual fue derivada ha sido discutida, se han propuesto varias especies
como O. megacantha, O. amyclae, O. streptacantha, aunque no existe evidencia
suficiente para comprobarlo (Britton y Rose,1919; Stevens, 2001; Reyes y Hernandez,
2005).

1.3 IMPORTANCIA

El nopal esta fuertemente arraigado en la cultura mexicana, es parte del simbolo y
leyenda que ostenta la bandera nacional. El aguila parada sobre un nopal, es la sefal
del dios Huitzilopochtli para que los mexicas fundaran Tenochtitlan, punto ubicado en
el lago de Texcoco (Pérez, 2004). Actualmente se sabe que el nopal quiza no por
orden divina, sino como fuente de alimento, tuvo una gran influencia en la integracion
de nucleos de poblaciones humanas, pues las tribus ndmadas concurrian en la época
de fructificacion de las zonas nopaleras y terminaron por establecerse ahi (Flores y
Velazco, 2008). Existe evidencia de que algunos grupos étnicos ya usaban Opuntia
spp. hace 8,000 afios y algunos autores creen que los Otomis fueron los protagonistas

de su domesticacion (Reyes y Hernandez, 2005).



Opuntia es un género de importancia ecoldgica, el sinfin de poblaciones presentes en
el pais lo convierten en un rasgo tipico del paisaje mexicano. Su éxito se debe a varios
factores, entre ellos su gran adaptabilidad a condiciones adversas, especialmente en
zonas aridas y en parte a su alta capacidad competitiva. Se ha descrito el reemplazo
de espacio de especies como Acacia schaffneri, Larrea tridentata y Prosopis laevigata
por nopales silvestres que terminan siendo especies predominantes de las

comunidades vegetales xerofilas (Flores y Yeaton, 2000).

México es el principal productor de nopal en el mundo, su cultivo y domesticacion
datan de tiempos prehispanicos, principalmente en el centro y norte del pais
(Mondragdn, 2002). Es utilizado como forraje, verdura, fruta, planta medicinal y
ornamental, se obtiene principalmente de cinco cultivares y especies silvestres
(Mondragdn, 2002). SIAP (2015) reporté una superficie cultivada de mas de 16 mil y
12 mil hectareas de nopal forrajero y nopalitos respectivamente sumando un total de
28 mil hectareas sembradas en 26 entidades federativas del pais. Los estados con
mayor produccion son Morelos, D. F., Coahuila, Edo. De México, Aguascalientes,

Zacatecas y Puebla, que aportan un 92 % de la superficie nacional sembrada de nopal
(Fig. 1).

M Puebla

M Zacatecas
Aguascalientes
México

M Coahuila

mD.F.

W Morelos

W Otros

Figura 1. Produccién Nacional de Nopal (Opuntia spp.). Datos tomados de SIAP, 2015.



1.4 PROBLEMAS FITOSANITARIOS

En 2015 el rendimiento promedio reportado para el cultivo de nopalito fue de 67.5
Ton/ha mientras que el forrajero de 10.7 Ton/ha (SIAP, 2015); ambos rendimientos
son bajos en gran medida por la poca inversion y cuidado que se acostumbra para
este cultivo por ser de baja rentabilidad, y por otra parte por las plagas y enfermedades
que lo afectan.

Como la mayoria de los cultivos, puede ser afectado por una gran cantidad de plagas
y enfermedades (Cuadro 1y 2), sin embargo, las principales son la mancha negra del
nopal provocada por Pseudocercospora opuntiae, la pudricion negra (Fusarium spp.),
el picudo del nopal (Metamasius spinolae), la grana cochinilla (Dactylopius coccus) y
el engrosamiento del cladodio de nopal (Méndez, 2009; Hernandez et al. 2014).

México no solo es el centro de origen del nopal, sino que es el pais con mas
enfermedades y plagas reportadas para el cultivo (Zimmerman y Granata, 2002).
Reconocer los agentes causales de las enfermedades en nopal es complicado pues
existe una gran variedad de microorganismos endofiticos, por lo que al aislar es dificil
saber si el organismo es 0 no patdogeno. Bezerra et al., 2012 encontré 45 especies de

hongos endofiticos analizando tan sélo 44 fragmentos de O. ficus-indica en Brasil.

Las bacterias y levaduras no poseen mecanismos de penetracion, asi que actlan
como oportunistas, haciendo ruido en la identificacion de agentes causales. Estos
oportunistas en conjunto con los hongos causan una gran variedad de enfermedades.
Un ejemplo es Candida boidmi, que ha sido asociada con la pudricion negra. Aunque
no ataca plantas sanas y necesita alguna condicion especial para infectar, es
potencialmente destructiva por dafiar los tejidos durante la fermentacion (Zimmerman
y Granata, 2002). A pesar de todo, se ha logrado asociar el o los agentes causales de

muchas enfermedades como se muestra en los Cuadros 1, 2y 3.



Enfermedades fungosas

Roya

Pudriciones

Manchas

Cuadro 1. Enfermedades fungosas reportadas para el género Opuntia.

Enfermedad

Agentes causales asociados

Dafio

Distribuciéon *

Roya
Pudricién de la penca

Pudricién radical

Pudricién de la
epidermis
Chamusco

Pudricién negra
Gomosis
Moho gris

Otros
Mancha radial de las

pencas
Antracnosis

Mal de oro o mancha
de oro

Fumagina

Mancha del cladodio
del nopal

Rofia

Otros

Aecidium opuntiae, Aecidium sp.

Diplodia sp.
P. cactorum y P. nicotianae, Fusarium, Rhizoctonia,

Verticilium, Pythium Armillaria mellea y Candida boidimi
Phoma sp. y Cercospora sp.,

Mycrosphaerella sp.
Macophomina, Colletotrichum gloesporoides, Alternaria
alernata, Curvularia lunata, Pythium ultimum

Gnomonia sp.
Botrytis cinérea (ocasionalmente con Penicilium sp.)
Sclerotinia, Sclerotinia sclerotiorum Xantomonas

Coniothyrium concetricum

Colletrotrichum sp.

Alternaria sp., Acochyta sp., Phoma sp., y Hansfordia sp.

Capnodium sp.

Pseudocercospora opuntiae

Phyllosticta opuntia y P. concava

Cytospora sp., Gloesporium sp., Pleospora sp., P.
herbarum.

Pustulas naranjas que afectan el tejido y coloracién al secar.

Pudricion en los cladodios
Disminucién de crecimiento. Reblandecimiento de raiz y tallo

basal. Pérdida de rigidez y muerte.

Lesion limitada sobre si misma sobre la hoja
Apariencia carbonizada, marchita.
Reblandecimiento, lesiones profundas y necrosis.

Produccion de “goma” en la planta.
Pubescencia gris que se extiende en cladodio y frutos
generando pudricion.

Pudricién pubescente como algodonosa.
Mancha redondeada.

Manchas café-rojizas oscuras que se extienden desde la orilla

al interior del cladodio o fruto.
Penca verde obscuro a dorado. Disminucién de fotosintesis.

Mancha negra pegajosa.
Lesiones redondas de color café a negro, de 2-4 cm de

diametro.

Afecta las pencas en cualquier etapa de su desarrollo.

Manchas.

México (D.F.), Pert

México (Ags.Tlax.)

México (Ags., D.F., Gto., Gro.,
Qro. Tlax.)

México (Ags. y Jal., Gto),
Bolivia.

México

México (Ags., Edo. Méx., Hgo
y S.L.P)

México (Tlax.)

Chile y Argentina

México (Gto.)

México (Gto.)

México (Hgo., S.L.P., Gto.,
Qro. y Zac.), Sudéfrica e ltalia.
México (Mich., Hgo)

México (CDMX, Edo. De
México)

México (Hgo.), Argentina y

area Mediterranea.

*La distribucion corresponde a la enfermedad, no a todos los posibles agentes causales.
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Las bacterias por lo general no pueden penetrar las gruesas cuticulas de las cactaceas, por lo que normalmente se introducen

mediante heridas o por algun otro dafio mecanico. Erwinia sp. afecta mas en regiones donde hay heladas que dafian los tejidos de

las plantas, ademas de que puede actuar en bajas temperaturas. Las bacterias comunmente generan hiperplasia, hipertrofia y

necrosis, que se traducen en sintomas como manchas, reblandecimiento, agallas y tumores (Zimmerman y Granata, 2002).

Cuadro 2. Enfermedades bacterianas y virales reportadas para el género Opuntia.

Distribucion de la

Enfermedad Agentes causales asociados Dafo
enfermedad*
Reblandecimiento, lesiones profundas y necrosis. . ) )
L o o ) o México (Camp.), India, Italia,
Pudricién negra Erwinia caratovora, E. cacticida, Empieza como manchas hialinas que se uneny se ) )
Argentina y Chile.
3 oscurecen.
=
o
g é Erwinia spp. E. caratovora, E. atroseptica, E. Manchas circulares blandas y acuosas que se
>
-g o Pudricién blanda chysanthemi, E. betavasculorum, E. cacticida y tornan café con un margen humedo y negro, México
'g Pseudomonas viridiflaba exudados amarillo-rojizos. Olor desagradable.
0
@ ) ) Tumores que al crecer se oscurecen y rompen el . .
e Agallas Agrobacterium tumefaciens B México, cosmopolita.
@ tejido.
O
Otras Corynebacterium y Xanthomonas México
) ) ) Engrosamiento del cladodio, malformaciones, atrofia .
3] Engrosamiento del cladodio Fitoplasmas? o México
; 5 del crecimiento.
.8 8 El Pinto Probablemente Tobamovirus Clorosis México
8 g E
- o =]
-‘>E = Tg Mosaicos Virus Mosaicos que merman la calidad del producto.

El agente causal del engrosamiento sigue sin confirmarse.

*La distribucion corresponde a la enfermedad, no a todos los posibles agentes causales.
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Se estima que existen alrededor de 150 especies de insectos nativos que se alimentan de nopal. Algunos de éstas especies como

Dactylopius opuntiae se han utilizado para el control biologico de nopal en paises donde es una planta invasora o crece como maleza

(Zimmerman y Granata, 2002). Tan so6lo en Norteamérica existen alrededor de 92 especies de insectos dafinos para el cultivo,

aunqgue no todos alcanzan la categoria de insectos plaga (Mena, 2011).

Coleoptera

Thysanoptera

Cuadro 3.1 Principales insectos plaga reportados para el género Opuntia.

i o ~ Distribucion de la Estatus de
Nombre comun Nombre cientifico Dafios
plaga la plaga
Cactophagus spinolae Se alimentan principalmente del tronco y pencas, ocasionalmente de los frutos o
. ] . ) y México, USA Severa
Picudo barrenador (Metamasius spinolae) de plantaciones en produccion y desarrollo.
C. fahraei (M. fahrei) Barrenador del tallo México Esporadica
) Cylindocopturus . L, Esporadica
Picudo de las oo Afectan las pencas, a veces los frutos de plantaciones en produccion, rara vez . .
. biradiatus o México Comun
espinas . en desarrollo. Solitario. o
C. ganglbauberi Esporadica
Barrenador del ) ) ) o o
. Moneilema spp., M. Plantaciones de cualquier etapa, principalmente tallo, a veces pencas y fruto. . Esporadica
nopal o torito . o México, USA
. . variolare Solitario. Comun
(Opuntia logicorns)
Gerstaeckeria porosa, Decoloracion y/o destruccion de las pencas al alimentarse de forma interna. México, USA Comun
Picudo de la penca . Destruccion de las pencas al alimentarse de forma interna. Se forman . .,
G. nobilis . México, USA Comun
exudados oscuros que afectan el desarrollo de nuevo tejido.
Gallina ciega
(escarabajos de Phyllophaga spp. Debilita a la planta al alimentarse de la raiz México Comdn
mayo)
Gusano de alambre ~ Melanotus spp. Dafia a la raiz al alimentarse de ella. México Comdn
Comdn
Neohyadatothrips
Trips del nopal opuntiae (Sericotrips Plantaciones en época productiva, a veces en desarrollo, atacan pencay fruto. ~ México, USA

opuntiae)
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Lepidoptera

Diptera

Acari

Cuadro 3.2 Principales insectos plaga reportados para el género Opuntia.

; o . Distribucion de la Estatus de
Nombre comun Nombre cientifico Dafios
plaga la plaga
Gusano blanco del Laniifera ciclades . y .
) Tallo de plantaciones en produccion. México y USA Severa
nopal (Megaster ciclades)
Esporadica-
Olycella nephelepsa o ) .
Principalmente afectan las pencas, de plantaciones en desarrollo, Méxi Comun
éxico
Gusano cebra O. subumbrella ocasionalmente frutos y plantaciones en produccion. Esporadica
O. juncolineella? Esporadica

Palomilla del nopal
(Cactus moth)

Minador del nopal
Barrenador de la
unién de las pencas
Barrenador de la
penca

Gusano barrenador
del fruto

Mosca del nopal
Barrenador de la
fruta

Mosca del nopal
Mosca mediterranea

de la fruta

Acaro del nopal

Cactoblastis cactorum

Marmara opuntiella

Metapleura potosi

Aerotypia pleurotella

Ozamia spp.
O. lucidalis

Anastrepha sp.
Asphondylia opuntiae
Dasiops bennetti

Ceratitits capitata

Terranychus opuntiae

Se alimenta internamente de los tejidos

Se alimenta de pencas y frutos en temporada productiva.

Plantaciones de cualquier etapa, principalmente penca, a veces fruto.

Principalmente los troncos de plantas en produccion, rara vez en desarrollo.

Dafio al fruto.

Dafia los frutos al alimentarse de ellos

Dafia el cladodio al alimentarse de ellos desde la parte interna.
Dafia al fruto al alimentarse de él y al ovopositar dentro de él.

Se alimenta de la savia de manera externa, provoca una decoloracién de los

cladodios.

Origen Sudamericano,

reportado en USA (Florida),

Argentina y quiza México

México, USA

México

México

México
USA

México
México, USA
México

México

México, USA

Desconocida

Comin

Comlin

Comin

Esporadico
Esporadico

Esporadica
Esporadica

Rara

Comun
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Homoptera (Hemiptera) Hemiptera

Acari

Cuadro 3.3 Principales insectos plaga reportados para el género Opuntia.

. - . Distribucién de la Estatus de
Nombre comin  Nombre cientifico Dafios
plaga la plaga
Chinche ari Chelinidea tabualata Cualquier etapa de la plantacién, principalmente penca, en ocasiones fruto y México, USA Severa
inche gris
9 C. vittiger tallo. México, USA Esporadica
) ) Principalmente penca de etapa productiva, a veces fruto, rara vez en la etapa . .
Chinche roja Hesperolabops gelastops México Comun
de desarrollo.
. ) Se alimenta de los frutos principalmente, aunque también puede succionar . o
Chinche del fruto Narnia femorata ) México, USA Esporadica
savia de las pencas de forma externa.
Grana cochinilla Dactylopius coccus México Cultivada*
D. opuntiae Plantaciones de cualquier etapa, principalmente pencas y frutos, a veces el México, USA Severa
Cochinillas D. celyonicus tallo. Argentina Poco comun
D. indicus México Severa
Escama del cactus Opuntiaspis philococcus Pencas y tallos México Poco comun

Escama blindada

Escamas

Acaro del nopal

Diaspis echinocacti

Diplacaspis echinocacti

Lepidosaphes sp.

Terranychus opuntiae

Principalmente los troncos de plantas en produccién, rara vez en desarrollo.

Principalmente los troncos y pencas de plantas en produccion, rara vez en
desarrollo.
Principalmente los troncos y pencas de plantas en produccion, rara vez en

desarrollo.

Se alimenta de la savia de manera externa, provoca una decoloracion de los

cladodios.

Norte América

Cosmopolita

México

México, USA

Esporadica

Esporadica

Esporadica

Comun
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Las investigaciones de nematodos en Opuntia son escasas (eg. Cuadro 4), sin
embargo, se cree que podrian ser de importancia porque los dafios generados en raiz
permiten la entrada de otros patdégenos, generando infecciones secundarias por
hongos y/o bacterias como el caso de Phytophthora cactorum (Doucet et al., 2001,
Palomares et al., 2015). Por otro lado, se sabe que el nopal produce una gran cantidad
de metabolitos inhibidores de nematodos, incluso se han probado extractos para ver
el efecto contra Meloidogyne incognita (Ameen y Youseff, 2006).

Cuadro 4. Nematodos que afectan el cultivo de nopal.

Especie Dafio Reportes Referencia
Heterodera cacti Debilitamiento de la planta. México Borrego y Burgos, 1986.
Xiphidorus yepesara Reportado sélo en rizosfera. Argentina Luc y Doucet, 1990.
Aphelenchus sp., A. avenae  Pudricion y ruptura de tallos. México, Doucet et al., 2001;
Longidorus sp. Argentina Palomares et al., 2015

. Debilitamiento, clorosis y
Cactodera cacti

muerte.
Criconemella sp.
Dorylaimida sp. ]
] México Palomares et al., 2015
Helicotylenchus sp.
Hoploaimus sp. Reportado sélo en rizosfera.

Nacobbus sp.
Paratylenchus sp.
Tylenchorhynchus sp.
Tylenchus sp.

1.5 ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO

La enfermedad mas importante reportada para el cultivo de nopal es el engrosamiento
del cladodio, también conocido como amachamiento, a la que se le han atribuido
varios agentes causales, siendo el mas reciente un fitoplasma; sin embargo, hasta la
fecha no es claro (Marquez et al. 2012). El principal sintoma es el engrosamiento del

cladodio, aunque también han reportado malformaciones en frutos y pencas (ej.
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acorazonamientos), atrofia de crecimiento en brotes y toda la planta, amarillamiento,

proliferacion de yemas y poca o nula produccién de frutos (Cuadro 5)

El primer reporte de hinchamiento excesivo de las pencas fue realizado en 1967 por
Garcia (citado por Méndez, 2009). Posteriormente en 1970, Casper (citado por Dewir,
2016) mediante microscopia electrénica observo algo similar a micoplasmas en tejido
de O. tuna con sintomas de “escoba de bruja”, asociando por primera vez a un agente

causal.

Acosta et al. (1989) realizaron una descripcidén sintomatolégica del engrosamiento de
nopal y mediante injertos y técnicas moleculares concluyeron que no se trata de un
viroide. Hernandez y et al. (2009) mediante PCR anidado demostraron la presencia
de un fitoplasma no identificado en cladodios con sintomas. Suaste et al. (2011)
mediante coinfeccion de cultivos de solanaceas con cladodios infectados encontraron
presencia de un virus no identificado y un fitoplasma. Cano (2012) intentd coinfeccion
con solanaceas, sin obtener sintomas. Mendoza (2016) encontrd la presencia de
fitoplasmas en plantas con y sin “acorazonamiento de cladodios”, sintoma relacionado

con el engrosamiento, dejando en duda al agente causal.

Los fitoplasmas no pueden ser aislados ni cultivados, por éstos motivos los postulados
de Koch en Opuntia spp. no han sido realizados. La infeccion con injertos en nopal
tardaria mucho por la velocidad del crecimiento de la planta y las pruebas de
coinfeccidbn no han arrojado evidencia clara. Por éstos motivos, las técnicas de
deteccion para éstos patégenos han sido principalmente moleculares y se han
encontrado varios fitoplasmas asociados a diferentes sintomatologias (Cuadro 5) lo

gue genera confusion acerca del agente (o agentes) causales del engrosamiento.

Estudios recientes demostraron una acumulacién de acido indol acético (AIA) en
cladodios engrosados (Cano, 2012). En la investigacion de Marquez et al., (2012), se
demostré que las practicas de manejo pobres afectan la incidencia de la enfermedad.
Ramirez (2013), también encontr6é que, con un manejo pobre del cultivo, se presenta
un desbalance nutricional de elementos como el calcio, que son factores de suma
importancia para el desarrollo del engrosamiento de nopal. Ademas, mediante cortes

histol6gicos observaron una acumulacion de almidén en plantas sintomaticas.
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Cuadro 5. Fitoplasmas reportados en especies del género Opuntia.

. . . . . - Sub/grupo p :
Hospedero Sintomatologia Tejido Técnica Fitoplasma (Acrénimo) ribos?ompal Pais Referencia
Cladodio casi rectangular, . - O. caracasana proliferation . Dewir et al.,
O. caracasana proliferacién de areolas. Cladodio PCR: primers fU5/rU3 (OcFP) 16Srll Egipto 2015
O. cylindrica Fas_c|a(:|o_r] con for_mas |rregu~lares, Cladodio PCR: primers R162n/R16R2 O. cylindrica fasciation (OcFP)  16Srll México Omar et al,
proliferacién de espinas pequefias. 2014
Amarillamiento, cladodios atrofiados. Cladodio PCR anidado: primers P1/P7, F1/B6, Sﬁﬁgga r'??ellfr?srm;t;?gn ark;d 16Sr11-C México Granata et al.,
Sin maduracion de frutos. R162n/R16R2 grafting Y 2006
Proliferacion severa de cladodios. . PCR anidado: primers P1/P7 con . Tessitori et al.,
Falta de flores, frutos y espinas. Cladodio R16F2n/R16R2 o fU5/rU3 No reportado 16Sril-C Egipto 2006
Atrofia severa y proliferacion del . - Related to Candidatus
cladodio. Cladodios de plantas Cladodio Ef;;eam(:.\?fgl':zfgg]efné?ig%:fg Phytiplasma ulmi y Ca. P. 16Srl-B y Estados Bertaccini, et
“recuperadas” de tamarios y . asteris. Elm Yellows 16SrV-A Unidos al., 2007
con enzimas Tag|l, Rsal, Bfal y Trul.
anormales. phytoplasma
. . . ) . o Hernandez-
Amarlllamlen_tf), cladodios atrofiados. Cladodio PCR anidado: primers R16mF2/R1, No reportado 165l México Pérez et al.,
Sin maduracion de frutos. R16F2n/R16R2
. - 2009.
O. ficus-indica
Engrosamiento del cladodio y atrofia
de crecimiento. Amarillamiento. Cladodio PCR: primers R16F2n/R16R2 cactus male plant 16Srl Egipto Zaketal., 2011
) Phytoplasma
Ausencia de frutos.
Deformacién y engrosamiento del PCR anidada: primers P1/P7 'y
_ y engrosamiento . PL/Tint con R162F2/R16R2.
cladodio, mosaico, amarillamiento, Raiz y s . - ) o Suaste et al.,
; s e . Patrones de restriccion:  Mexican periwinkle virescence  16SrXIlI Mexico
proliferaciéon y deformacion de frutos  cladodio d | 2012
en toda la planta o parte de ella endonucleasas Haelll, Kpnl y Msel
’ (Tru9l)
Atrofia de crecimiento. Proliferacion Cactus witches’ broom
. ’ Cladodio PCR: primers R16F2n/R16R2 phytoplasma strain Yangling 16Srll-C China Lietal., 2012
de yemas axilares.
(CawB-YL)
Proliferaciéon de cladodios jovenes, PCR anidado: primers
O. linguiformis aplanados en forma de hoja a modo Cladodio R16Mf2/R16Mr1 con No reportado 16Srll Italia Cai et al., 2002
de yemas axilares. R16F2n/R16R2
. L . . PCR anidado: primers R16mF2/R1 . Choueiri et al.,
0. monacantha  Proliferacion de meristetmos. Meristemo con R162n/R16R2 o fU5/rU3 No reportado 16Srll Italia 2005
Proliferacion de yemas axilares No Eiﬁimamdagoar; pr'gi?ﬁ;gigmy
Opuntia spp. (escoba de bruja). Atrofia de L : * Relacionado con CawB-YL 16Srll-C China Li, et al., 2012b
reportado Clonacion de  amplicones vy

crecimiento.

secuenciacion.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA GENERAL

2.1 PREPARACION DEL SUSTRATO

Figura 2. Ejemplo de esquejes sembrados en bolsas de pléstico. El sustrato rojizo del lado
izquierdo corresponde al Sustrato Experimental (SE) y del lado derecho se observa el suelo de la
nopalera de Chapingo (UACh).

En junio-julio 2014 se llenaron bolsas negras de plastico de 1 kg de capacidad (Figura
2.) con suelo de la nopalera de la Universidad Autonoma Chapingo (UACh) y Sustrato
Experimental (SE) compuesto por Perlita, Vermiculita y Tezontle (1:1:2). El suelo se
paso6 por una malla de 2 mm y ambos sustratos fueron lavados y desinfectados con
una solucién de acido sulfarico de grado técnico al 0.2% antes de vaciarse en las

bolsas.

El suelo fue tomado de la zona productora de nopal en la UACh, Texcoco, Edo. De
México (N 19°29.714°y W 098°52.403"). Fue seleccionado como suelo problema ya
que Ramirez (2013) reportd un desbalance nutricional asociado a una alta incidencia
de la enfermedad en plantas desarrolladas en este suelo. El analisis quimico de suelo

mostré los valores reportados en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Andlisis de suelo de la UACh.

Variables Valores Diagndstico
pH 7.07 Neutro
Calcio (Ca?") 4,701 ppm Alto
Magnesio (Mg) 1,174 ppm Alto

Faésforo (P) 474 ppm Muy Alto
Fierro (Fe) 72.4 ppm Muy Alto
Potasio (K) 645 ppm Alto

Mg/K* 5.8 Muy Alto

Fuente: Ramirez, 2013. El andlisis completo puede verse en el Anexo I.
* Aunque el nivel de K sea alto, la relacién de cationes Mg/K es muy alta, lo que impide la absorcién de
K.

2.2 NUTRICION

Se prepar6 una solucion nutritiva base (Cuadro 7) que se agregdé en distintas

proporciones segun el tratamiento aplicado (Cuadro 8).

Cuadro 7. Solucién nutritiva general aplicada para la fertilizaciébn de las plantas
experimentales.

Fuente mg-! L de agua*” Nutrimento 20 L 100 L 200 L
Nitrato de K 150-250 (150) N 39 159 30¢g
Acido fosforico 40 mL P 800mL 4L 8L
Nitrato de K 289-350 (225) K 45049 225¢g 45¢
Nitrato de Ca 210 Ca 429 21g 42 9
Sulfato de Mg 40 Mg 800 mg 49 8¢
Sulfato ferroso 12 Fe 240 mg 129 2449
Sulfato de Cu 0.1 Cu 2 mg 10 mg 20 mg
Sulfato de Zn 0.2 Zn 4 mg 20 mg 40 mg
Acido bérico 0.6 B 12 mg 60 mg 120 mg
Sulfato de manganeso 2 Mn 40 mg 200 mg 400 mg
Molibdeno 0.05 Mo 1mg 5mg 10 mg

Fuente: Vazquez et al., (2010). Produccion hidropénica de nopal verdura.

*Solucién nutritiva estandar utilizada por Mondragon y Pérez (2003).

** Rangos de concentracién de elementos minerales esenciales (ppm) de diversos autores (Carrasco
e lzquierdo, 1996).
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El pH de la solucién nutritiva se mantuvo entre 5.8-6.5y CE de 2 mS? 0 35 dS M. El
pH se ajusto usando &cido fosférico o nitrico, de acuerdo a los valores registrados. La
solucion nutritiva fue reemplazada cada 15-30 dias. Los fertilizantes de baja
solubilidad se disolvieron antes de ser agregados a la solucion, después se agregaron

los productos de reaccion 4cida y enseguida los micronutrientes.

Los experimentos fueron establecidos el 10 de dic del 2014 en un invernadero dentro
de las instalaciones de la Universidad. La solucién nutritiva fue preparada como se
muestra en el Cuadro 7, la Unica variable fue que en algunos tratamientos se

adicionaron 1,000 ppm (tratamiento 4 y 9) y 3,000 ppm (tratamiento (5 y 8) de Ca.

2.3 INSTALACION DEL EXPERIMENTO

Después de 5-6 dias de la preparacion del sustrato, fueron trasplantados esquejes de
cladodios sintomaticos y asintomaticos de O. ficus-indica provenientes de la zona
nopalera de Teotihuacan, Edo. de México. Las plantas fueron colocadas en uno de
los invernaderos de fitotecnia de la Universidad Autonoma de Chapingo. El
establecimiento de los tratamientos (Cuadro 8) inicio el 10 de diciembre de 2014. La
toma de datos morfoldgicos se realiz6 en mayo de 2016; la evaluacion de severidad y
colecta de muestras para el analisis hormonal fue durante febrero de 2017, es decir
18 y 26 meses respectivamente después de la primera aplicacidon de los tratamientos,

aunque las diferencias morfoldgicas ya se observaban desde el primer afio.
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Cuadro 8. Tratamientos aplicados.

TRAT MS/MAS * Sustrato ** Fertilizacién % Calcio Hipo6tesis***
1 S SE 0 0 S
2 S UACh 0 0 S
3 AS UACh 0 0 S
4 AS UACh 100 1000 (AS?
5 AS SE 100 3000 AS
6 AS SE 100 0 (AS?
7 S SE 100 0 (AS?
8 S SE 100 3000 AS
9 S SE 100 1000 (AS?
10 S SE 20 0 S
11 AS SE 20 0 S

*MS= Planta Madre Sintomatica; MAS = Plantas Madre Asintomaticas
*SE = Sustrato experimental; UACh = Suelo UACh
*** S= Plantas Sintomaticas; AS = Plantas Asintomaticas

2.4 DISENO EXPERIMENTAL

Las variables evaluadas fueron la incidencia de la enfermedad y la morfologia
(Capitulo 1) y la produccion de hormonas (Capitulo IV) en andlisis distintos utilizando
el mismo modelo. Cada planta se consideré como una unidad experimental. El disefio
de los tratamientos se obtuvo como un factorial 5 x 2 x 2 que corresponden a nutricion,
sustrato y sintomatologia respectivamente (Cuadro 9). Se seleccionaron Unicamente
11 tratamientos (Cuadro 8), con un arreglo de bloques completos al azar con 9-15
repeticiones. De éstas repeticiones se utilizaron todas las disponibles para las
mediciones morfolégicas (Capitulo 1ll) y s6lo 4 repeticiones para la extraccién de

reguladores de crecimiento (Capitulo V).

Cuadro 9. Factores y niveles utilizados para el disefio del experimento.

Factores Niveles
Sintomatologia * Sintomaticas (S), asintomaticas (AS)
Sustrato UACh, SE
Fertilizacion 0%, 20%, 100%

100% + Ca 1000 ppm, 100% + Ca 3000 ppm

* Es importante destacar que el factor Sintomatologia se refiere al estado de la planta madre de donde
se obtuvieron los esquejes que fueron sembrados en el experimento.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si se satisfacian los supuestos fundamentales del modelo lineal
general de la estadistica paramétrica, reflejados en el supuesto de que los residuales
se distribuyen normal e independientemente con media cero y varianza sigma
cuadrada, homoscedéstica. Se realiz6 primero una prueba de bondad de ajuste
usando software SAS version 9.4 (SAS Institute, Inc, Cary, NC), el cual también se
utilizé para el andlisis estadistico. Los datos se analizaron con el procedimiento PROC
GLIMMIX, mediante un Modelo Lineal Generalizado usando como funcion de
probabilidad base la distribucion Poisson y como funcion de enlace (Link) al Log. Se
utilizaron los factores (Sintomatologia, Sustrato y Fertilizacion) como efectos fijos
mientras que las repeticiones se usaron como efectos aleatorios. La media ik se
expresa como una funcion de los efectos principales y las interacciones dobles con

base en el siguiente modelo estadistico:

M = 4+ ai + B + Yk + (aB)i + (ay)ik + (BY)ik + €ij

i=1,2,...,a; j=1,2,...,b; k=1,2,...,¢c;1=1,2, ..., r

Donde u = u es la media general, a, B y y son los efectos principales: Fertilizacion,
sintomatologia y sustrato, respectivamente, en cada uno de sus a, b o ¢ nivelesen r
repeticiones, los efectos de las interacciones dobles son (ap)i,(ay)ik ¥ (BY)ik Y, por

altimo, e es el error experimental aleatorio.
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CAPITULO III.

EFECTO DE LA NUTRICION EN EL DESARROLLO DE SINTOMAS DE
ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO EN Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

NUTRITIONAL EFFECTS ON THE DEVELOPMENT OF CLADODE THICKENING
SYMPTOMS IN Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

Resumen: El engrosamiento del cladodio
es uno de los principales problemas que
merman la produccién de nopal en México.
Se han asociado varios agentes causales,
aungue sigue sin definirse. La incidencia
del amachamiento del nopal aumenta en
plantaciones con manejo y nutricion pobre.
En éste trabajo se aplicaron 11 diferentes
tratamientos de fertilizaciébn para ver el
efecto de la nutricibn en el desarrollo de
sintomas de engrosamiento en Opuntia
ficus-indica. Se encontr6 que el
engrosamiento no se transmite a las clonas
mediante la planta madre. Los tratamientos
con la aplicacion mas alta de Ca tuvieron la
incidencia mas baja de sintomas (0-10%)
mientras que en los tratamientos con peor
nutricion hubo incidencia de hasta el 100%.
Las medias de los diferentes niveles de
fertilizaciébn  fueron  significativamente
diferentes para todas las variables
evaluadas a un nivel de confianza del 95%,
agrupandose con un orden generalmente
l6gico en el que los tratamientos con una
nutricibn mas completa presentaron
medias mas altas.

Palabras clave: Engrosamiento del
cladodio, fertilizacion, nutricion, Opuntia,
fitohormonas.

Sanchez Avila S. A.l'y Valadez Moctezuma E.2

Abstract: The cladode thickening is one of
the main problems that diminish cactus
pear production in Mexico. Several causal
agents have been associated with this
problem, but they remain undefined. In this
study, we applied 11 treatments to evaluate
the nutritional effects on the development of
thickening symptoms in Opuntia ficus-
indica. We found that thickening is not
transmitted to the clones by the parent
plant. The treatments with the highest
application of Ca had the lowest incidence
of symptoms (0-10%), whereas those with
poor nutrition had an incidence of up to
100%. The means of the different levels of
fertilization were significantly different for all
the variables evaluated at a 95%
confidence level, grouping with a generally
logical order in which the richest treatments
presented higher means.

Keywords: Cladode thickening,
fertilization, nutrition, Opuntia,
phytohormones.

! Tesista: M. en C. en Proteccidn Vegetal, Dpto. de Parasitologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.
2 Directora de tesis: Profesora Investigadora de tiempo completo, Dpto. de Fitotecnia, UACh.
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3.1 INTRODUCCION

3.1.1 Nutricion y requerimientos agroecolégicos

El nopal se distribuye desde Canada hasta Argentina y Chile, con varias especies
naturalizadas en Europa, Asia, Africa y Australia (Lerner, 2010; Arias et al. 2012).
Crece principalmente en zonas aridas o semiaridas, con humead seca a semiseca,
con una precipitacion pluvial de 117 y 1805 mm, siendo alrededor de 400 mm el nivel
optimo para la produccion (Medina et al.,, 2007). También puede desarrollarse en
regiones templadas, subhimedas y tropicales. Son plantas perennes de fotoperiodo
corto, realizan la fotosintesis tipo CAM y reducen la asimilaciéon de CO? en periodos
de sequia de 45 dias en adelante. Soporta temperaturas de entre 6 y 36 °C, la
asimilacion de CO? es cero a temperaturas fuera del rango, por lo que la planta no
puede sobrevivir durante mucho tiempo. El desarrollo 6ptimo se encuentra entre 18y
20 °C (Medina et al., 2007).

El cultivo prospera en suelos poco profundos con textura arenosa, arenoso-arcillosa,
calcareos y alcalinos, aunque puede habitar en una amplia gama de suelos siempre y
cuando tengan un buen drenaje (Medina et al., 2007), y no excedan del 20% de arcilla,
con un pH de 5-7.5 (Pimienta, 1988).

Marquez et al. (2012) y Ramirez (2013), encontraron un manejo pobre de los cultivos
de nopal en diferentes regiones del pais, esto incluye una fertilizacion escasa, nula o
poco balanceada en general, reduciendo el rendimiento del cultivo y haciéndolo mas
propenso a enfermedades. Ramirez (2013) encontr6 una correlacion entre el
engrosamiento de cladodios del nopal y el desbalance de Ca?* en suelos. El nopal se
considera una planta rastica, es decir se acostumbra un manejo y fertilizacion
escasos; sin embargo, se ha observado que responde positivamente ante la
fertilizacion adecuada (Valdez et al., 2010). Se han sugerido diferentes fertilizaciones
para el nopal y se han estudiado los efectos de la aplicacién y deficiencia de los

micronutrientes como se muestra en la Cuadro 10.
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Cuadro 10. Micronutrientes sugeridos y sintomas de deficiencia.

] ) Fertilizacién  Solucion mg'L  Fertilizacion Absorcion  Efectos positivos de i o
Micronutriente o o Sintoma de deficiencia
suelo (ppm) de agua 6ptima (g/kg) planta* aplicacion
. Proliferacion de brotes y yemas Poco crecimiento, sin hojas
Nitrégeno ) y -
% de N) 0.5a1 (%) 150-250 13.07 23.7 florales. Aumento materia subuladas, coloracién clorética o
b de
seca. amarillenta. Falta de brotacion.
Fésforo Mayor materia seca (kg) y Hojas subuladas moradas. Sin
80 a 250 40 (mL) 1.16 7.06 _ ) )
(P20s) yemas florales brotacion. Enanismo e inmadurez.
Potasio Mayor materia seca, yemas Cladodios con deshidratacion
150 a 250 289-350 44.39 112.5 ) ) ] .
(k20) florales y calidad del fruto. basal, sin hojas. Sin brotes.
Calcio Mayor rendimiento de tuna y Adelgazamiento y deformacion de
2000-3000 210 38.09 95.36 ) )
(Cax") cladodios. cladodios.
Magnesio ) )
(Mg 200 a 300 40 17.29 41.7 Clorosis en las hojas subuladas
92"
Hierro
5a10 12
(Fe2")
] Fanzone, Mondragén y Fernandez et al., 2015; Moreno,
Referencias ) Valdez et al., 2010; Blanco, 2010.
1991 Pérez, 2003 2007; Blanco, 2010.

*Absorcion por planta por ciclo para obtener un rendimiento del 95%.
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3.2 OBJETIVOS

e Determinar el efecto de la nutricibn en el desarrollo de sintomas de

engrosamiento en Opuntia ficus-indica.

3.3 MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

El disefio de los tratamientos se obtuvo como un factorial 5x2x2 (Fertilizacion,
sintomatologia y sustrato, respectivamente), en el que se seleccionaron Unicamente
11 tratamientos (Cuadro 12), considerando cada planta como una unidad experimental
con 9-15 repeticiones por tratamiento. Las variables evaluadas fueron la incidencia de
la enfermedad y la morfologia. Los datos morfolégicos se analizaron en SAS con el
procedimiento PROC GLIMMIX, mediante un Modelo Lineal Generalizado con
distribucién Poisson y utilizando como funcion de enlace al Log. Los factores
Sintomatologia, Sustrato y Fertilizacion fueron usados como efectos fijos y las
repeticiones como efectos aleatorios. En base a esto se plantearon las siguientes
hipoétesis:

HO: Los efectos de los tratamientos aplicados sobre las variables morfolégicas

analizadas seran iguales para todos los tratamientos.

Ha: Por lo menos habrad un tratamiento con un efecto diferente sobre las
variables morfologicas.

Severidad e incidencia

Se realizdé una escala de severidad (Cuadro 11) que se utilizdé posteriormente para
determinar la severidad, moda e incidencia por tratamiento, ademas de ser la
referencia para seleccionar las plantas para la medicion de hormonas (Cap. lll), ya
gue se seleccionaron las que presentaban un valor de severidad representativo del
tratamiento (moda). Para cada tratamiento se planteé una hipotesis de
presencia/ausencia de la enfermedad (Cuadro 12).
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Cuadro 11. Escala de severidad del engrosamiento de cladodios de nopal.

Valor * Caracteristicas **

0 Alto crecimiento (3 0 mas pencas) sin engrosamiento

1 Bajo crecimiento (1-2 pencas) sin engrosamiento

2 Alto crecimiento con engrosamiento y/o malformacion (3 o mas pencas)
3 Bajo crecimiento con engrosamiento y/o malformacién (1-2)

4 Sin crecimiento (0-1 penca) apariencia marchita o rugosa

* Se considerd que los valores 0 y 1 representaban plantas sanas para obtener la incidencia.
** No se consider6 el esqueje de origen para el conteo de pencas.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de severidad e incidencia

Cuadro 12. Resumen de tratamientos aplicados, incidencia e hipotesis.

Trat MS/ Sust ** Fertilizacion Ca Hipotesis Severidad Incidencia Resultado

MAS* % ok Moda % il
2 MS UACh 0 0 S 4 100 S
3 MAS  UACh 0 0 4 100 S
1 MS SE 0 S 2 100 S
10 MS SE 20 0 S 3 73.33 S
11 MAS SE 20 0 S 0 46.66 S
6 MAS SE 100 0 SAS? 0 33.33 S
7 MS SE 100 0 SAS? 0 40 S
4 MAS UACh 100 1000 SAS? 4 93.33 S
9 MS SE 100 1000 ¢(AS? 0 40 S
8 MS SE 100 3000 AS 0 0 AS
5 MAS SE 100 3000 AS 0 10 AS

Tratamientos ordenados por riqueza nutricional de menor a mayor.
*Sintomatologia de la planta de origen, MS= Madre Sintomaética; MAS = Planta Madre Asintomatica.
*SE = Sustrato experimental; UACh = Suelo UACh.

*** Sintomatologia de la planta tratada (unidad experimental), S= Sintomatica; AS = Asintomatica

La moda de severidad mas alta (4) se encontré Unicamente en los tratamientos con

sustrato UACh (Cuadro 12 y Figura 3). Al compararse los tratamientos 1 y 2 que sélo

se diferencian por el sustrato, se puede ver una variacién en los niveles de severidad,

siendo el tratamiento 2 con el sustrato UACh el més afectado. En el tratamiento 4 con

suelo UACh la incidencia se disparé notoriamente (93%) en comparacion con los

tratamientos 9 y 7 (40%) con SE, lo que sefala que el sustrato es un elemento

importante.
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Figura 3. Grafica de barras del de la nutricion sobre la severidad e incidencia del engrosamiento
del cladodio. El numero encima de cada barra indica la severidad mientras que la barra indica el
porcentaje de incidencia. El eje de las equis muestra el tratamiento y se agrupan de la nutricibn ma baja
a la mas alta. Donde: (MS) = Madre Sintomatica; (SE) = Sustrato Experimental; (UACh) = Suelo UACh.

Los contrastes de las medias de la incidencia mostraron que los tratamientos con un
nivel de Ca adicionado de 3,000 ppm, son estadisticamente diferentes al resto de los
niveles con un valor de P=0.0031. Demostrando que el nivel de Ca 3,000 fue el mejor

para reducir la incidencia del engrosamiento.

A pesar de que el suelo UACh posee grandes cantidades de Ca?*, segln el andlisis
de suelo (Cuado 6, ANEXO I) la incidencia de la enfermedad se disparo, estos datos
concuerdan con Ramirez (2013) que reportd el suelo UACh como un suelo con alta
incidencia de la enfermedad. Por otro lado, los sintomas de marchitez (severidad 4)
encontrados Unicamente en el suelo UACh se asemejan a los reportados por
Fernandez et al. (2015) al inducir la deficiencia de Potasio en nopal, por lo que los
sintomas de marchitez en particular pueden estar asociados con K, mientras que los
otros niveles de severidad en el que se encuentran engrosamientos, malformaciones
estén asociados a los desbalances de Ca?*. La cantidad de K en andlisis de suelo es
alta, sin embargo, la relacion de iones Mg/K es baja (ANEXO 1), lo que indica una
deficiencia de K, pues se sabe que los desbalances i6nicos pueden impedir la
adecuada absorcion de diversos nutrientes y considerando ademas que la textura del
suelo es mas fina que en el SE, puede explicarse el fenbmeno de la deficiencia

mediante la absorcién diferencial y regulacion del potencial hidrico.
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Fernandez et al. 2015 encontraron malformaciones y contrario al presente trabajo,
también observaron adelgazamiento de cladodios en tratamientos con deficiencia de
Ca, aunque los tejidos de dichas plantas presentaban una absorcién de Ca similar a
los controles. Las diferencias reportadas pueden explicarse con los mecanismos

conocidos de regulaciéon de estrés salino, como detalla Hanin et al. (2016).

Ferndndez et al., (2015) indujo deficiencias a corto plazo partiendo de plantas sanas
con buena nutricion, mientras que en este estudio las deficiencias se observaron a
largo plazo partiendo de plantas sanas y enfermas con una nutricion pobre desde el
inicio. Es decir, en las plantas con deficiencia a corto plazo, se activa un mecanismo
de regulacion del potencial hidrico, para evitar la pérdida de la concentracion de Ca al
absorber agua, lo que se traduciria en un adelgazamiento. Esto tendria sentido en
plantas con deficiencias a largo plazo, en las que la concentracién de Ca en tejidos
sea tan baja como la del medio y por tanto la absorcién de agua no disminuya la
concentracion de iones en los tejidos; incluso si la concentracion del medio es baja
pero mas alta que en el tejido, seria necesario absorber una gran cantidad de medio

para lograr balancear los niveles y finalmente provocaria un engrosamiento.

Todo esto es coherente con las afirmaciones de Hanin et al. (2016) sobre los
mecanismos de las plantas para regular el estrés salino. Ademas, es acorde con el
caso de las plantas con sustrato UACh, que presenta altas concentraciones de Ca
(4,701 ppm) y desbalances de otros iones (Ca/K), pues el suelo salino genera una
pérdida de potencial hidrico y una consecuente pérdida de turgencia que le da la

apariencia marchita a las plantas.

La hipdtesis de todos los tratamientos fue aceptada (Cuadro 12), salvo en los
tratamientos 6, 7, 4 y 9, en los primeros dos mencionados no hubo una aplicacion de
Ca, lo que indica que una fertilizacién al 100% no es suficiente para prevenir ni revertir
los sintomas del engrosamiento. La aplicacion de 1,000 ppm de Ca del tratamiento 9
no mostro ninguna diferencia en la incidencia (40%) con respecto al tratamiento 7 que
no presenta Ca adicional. Por otro lado, en los tratamientos con 3,000 ppm de Ca
agregado se observé una incidencia de entre 0-10%. Estos resultados indican que la
cantidad de 1000 ppm de Ca no es suficiente para prevenir o eliminar por completo el
desarrollo de sintomas a diferencia de la de 3,000 pm de Ca donde se mostré una

disminucién notoria de la incidencia de los sintomas. Los datos concuerdan con el
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analisis de Ramirez (2013), quien reportd una baja incidencia en suelos con niveles

de calcio de entre 2000 y 3000 ppm.

Andlisis estadistico de variables morfoldgicas para cada uno de los factores

Los datos del andlisis morfolégico evidenciaron que al menos uno de los tratamientos
presentd diferencias estadisticamente significativas (a = 0.05) en las variables
morfolégicas analizadas (Cuadro 13, 14 y 15). Tanto los efectos principales como las
interacciones influyeron de forma estadisticamente significativa (Pr<0.0001) de
manera general en las variables morfolégicas evaluadas.

El sustrato solo afecto en la longitud del cladodio y la altura de la planta (Cuadro 14),
ya que Unicamente se presentd una diferencia estadisticamente significativa
(Pr<0.0001) en dichas variables. Por otro lado, la salud de la planta madre, tuvo un
efecto todas las variables evaluadas, excepto grosor, ya que se encontré un nivel
significativamente diferente (Pr<0.0001), al comparar plantas de origen sintoméatico y
asintomatico (Cuadro 13). Los resultados indican que el engrosamiento de las clonas
no se trasmite mediante la planta madre, pues las medias de todas las variables fueron
menores en plantas de origen asintomatico, incluyendo la variable L/G, lo que equivale
a un mayor engrosamiento en plantas de origen asintomatico. La variable L/G es
inversamente proporcional al engrosamiento, es decir, entre menor sea la proporcion

de la longitud con respecto al grosor, mayor sera el engrosamiento.

Cuadro 13. Efecto de la Sintomatologia de la planta madre sobre la morfologia de
O. ficus-indica.

Morfologia MS MAS
Altura de la planta 16.4903 £ 0.6995 a* 11.1436 £ 0.4375 b
- Anchura 3.0565 + 0.2975 a 1.9418 £+ 0.1727 b
33 Longitud 7.8861 + 0.4604 a 5.7288 £ 0.2978 b
) Grosor 0.5477 +0.1316 a 0.3048 + 0.06870 b
©E Long/grosor 12.0580 + 0.5555 a 9.8477 +0.3788 b
No. Cladodios 1.9669 + 0.2427 a 1.2612£0.1417 b

Datos morfolégicos de O. ficus-indica de esquejes obtenidos de plantas madre con sintomas (MS) y sin
sintomas MAS) de engrosamiento, 18 meses después de la siembra.

*Valores por filas con la misma letra indican que no hay diferencia estadisticamente significativa segun
la prueba de Fisher con un 5% de probabilidad. Los valores + indican el error estandar de la media.
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Cuadro 14. Efecto del sustrato sobre la morfologia de O. ficus-indica.

UACh SE
10.0884 + 0.8476 b** 18.2150 £ 0.7261 a

Morfologia

Altura de la planta

oc Anchura 2.0217 +0.3760 a 2.9357 + 0.2702 a
S 2 Longitud 5.1530 + 0.5787 b 8.7674 + 0.4710 a
) Grosor 0.3784 + 0.1809 a 0.4412 +0.1043 a
©E LIG* 11.1216 + 0.9048 a 10.6768 + 0.4643 a
No. Cladodios 1.6500 + 0.3944 a 1.5035 + 1874 a

*L/G= Longitud/grosor. A mayor L/G menor engrosamiento.

**Valores por filas con la misma letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de Diferencia
Minima Significativa de Fisher (LSD), con un nivel de significancia al 5%. Los valores con + son los
errores estandar de la media.

El nivel de significancia en general fue aceptable (Pr<0.0001) para todas las variables
excepto para la variable grosor (Cuadro 15), por lo que los datos obtenidos de ésta
variable de manera aislada no son relevantes, sin embargo, al conjuntar la variable
Grosor con Longitud en L/G, los datos son significativos. Mostrando que el grosor por
si solo no refleja la sintomatologia, so6lo es importante al observar su proporcion con

respecto a la longitud.

Cuadro 15. Efecto de la nutricion sobre la morfologia de O. ficus-indica.

Morfologia 0% 20% 100% 100;{;’020"" 100;{‘)’05 Ca
S:;‘;rtzde |3 383+046d* 1526+1.01c 1818+108b 13.85+071c 30.99+187a
@ Anchura 077+019c  297+045b 3.06+042b 278+03lb  437:062a
g c Longitud 2.73+039¢c  7.29+0.68b 7.70£0.64b  7.60+052b  11.71+100a
3 8 Grosor 012+007b 055%021ab 060+020ab 039+01lab 071+026a
S e 373+040d  10.89+084c 1271+0.84b 13.38:0.66b 22.17+1.48a
No.Cladodios 0.36+0.12d  2.05+04lc 2.38+042bc 149+022b  3.60+0.66a

*L/G= Longitud/grosor.
**Valores por filas con la misma letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de Diferencia

Minima Significativa de Fisher (LSD), con un nivel de significancia al 5%. Los valores con * son los
errores estandar de la media.

Las medias de los diferentes niveles de fertilizacion fueron significativamente
diferentes (Pr<0.0001) para todas las variables morfologicas evaluadas, agrupandose
con un orden generalmente l6gico en el que los tratamientos con una nutricion mas

completa presentaron medias mas altas como puede observarse en las figuras 4 y 5.
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Los datos concuerdan con el andlisis de incidencia, por ejemplo, en la variable
Longitud/Grosor (L/G) la media més grande fue en los tratamientos con un nivel de Ca
3,000; es decir, que el engrosamiento fue el menor, puesto que la longitud de los
cladodios en relacidn con su grosor es mayor. Ademas, las medias de los tratamientos
de Ca 1000 y fertilizacion al 100% no presentan diferencias significativas, lo que indica
que estadisticamente tienen el mismo efecto sobre casi todas las variables, y a su vez

es un efecto distinto al de Ca 3,000 mismo resultado que se observo con la incidencia.

33
30
27
24
21
18
15
12

o w o ©

0 20 100 Ca 1000 Ca 3000
Altura Anchura Longitud e Grosor | /G No. Cladodios

Figura 4. Diagrama lineal del efecto de la nutricién sobre la morfologia del O. ficus-indica. Puede
apreciarse el incremento de todas las variables del tratamiento mas pobre al mas rico de izquierda a
derecha. Letras por columnas diferentes indican una diferencia de medias estadisticamente significativa
a un nivel de 95% de confianza.

*L/G= Longitud/grosor.
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Figura 5. Grafica de barras del efecto de la nutricién sobre la morfologia de O. ficus-indica. Puede
observarse claramente la comparacion de medias, las letras diferentes por variable indican que los
valores de las medias son estadisticamente diferentes a un nivel de significancia del 5%.

*L/G= Longitud/grosor. A mayor L/G menor engrosamiento.
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La disminucion de los valores en Ca 1000 puede ser explicada por el suelo UACh, ya
que uno de los tratamientos aplicados tuvo ese tipo de suelo y como se observé
anteriormente, la marchitez y falta de crecimiento fueron caracteristicas exclusivas de
ese tipo de suelo. Por otro lado, el incremento de los valores concuerda con los
estudios de Valdez et al. (2010) y Blanco (2010) que sefialan que uno de los efectos
positivos de la aplicaciéon de Ca en nopal es el incremento en el rendimiento de

cladodios y la planta (kg) en general.

Es importante sefialar que los sintomas observados fueron malformaciones, atrofia
del crecimiento y engrosamiento, no se encontré “acorazonamiento” de pencas,
amarillamiento ni proliferacion de brotes. Esto coincide con lo encontrado por
Mendoza (2013), quien reportd “acorazoamiento” sin engrosamiento, por lo que éstos

dos sintomas podrian estar provocados por diferente causa.

3.5 CONCLUSIONES

e Lanutricion es el factor clave para el desarrollo de sintomas de engrosamiento.

e El sustrato afecta principalmente en la longitud de los cladodios y la altura de
la planta en general.

e El engrosamiento de las clonas no se trasmite mediante la planta madre, pues
hubo un mayor engrosamiento en plantas de origen asintomatico que
sintomatico.

e Los tratamientos con la aplicacion mas alta de Ca tuvieron la incidencia mas
baja de sintomas (0-10%) mientras que en los tratamientos con nutricion
deficiente tuvieron una incidencia de hasta el 100%. Ademas, para todas las
variables evaluadas la aplicacion de Ca 3,000 pm mostr6 los mejores
resultados, por lo que se recomienda para el manejo de la enfermedad.

e La aplicacion de los niveles adecuados de Ca elimina y previene el desarrollo
de sintomas sin importar la salud de la planta madre, es decir que el desbalance
de Ca es la causa principal de la aparicion de los sintomas.

e Los desbalances de calcio probablemente provocan la activacion de un
mecanismo de regulacion de presion hidrica que ocasiona los sintomas.

e El engrosamiento y el acorazonamiento no estan forzosamente relacionados.
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CAPITULO IV.

EFECTO DE LA NUTRICION EN LA PRODUCCION DE FITOHORMONAS EN
Opuntia ficus-indica (L.) Mill. CON ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO

NUTRITIONAL EFFECTS ON THE PHYTOHORMONES PRODUCTION IN Opuntia
ficus-indica (L.) Mill. WITH CLADODE THICKENING SYMPTOMS

Resumen: El engrosamiento del cladodio de
nopal es uno de los principales problemas
gue merman la produccion de éste cultivo en
México. Se han asociado varios agentes
causales, aunque sigue sin definirse. La
incidencia del amachamiento del nopal
aumenta en plantaciones con manejo y
nutricion pobre. Se ha observado un
desbalance hormonal asociado a Ia
enfermedad. En éste trabajo se aplicaron 11
diferentes tratamientos de fertilizaciébn en
plantas con y sin sintomas de engrosamiento
para ver el efecto de la nutricion sobre la
produccién de hormonas en plantas con y sin
engrosamiento. Se encontré que la salud de
la planta madre y el suelo tienen un fuerte
impacto en la cantidad de reguladores de
crecimiento. Hubo una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.0001) en
la acumulacion de hormonas (AIA, AIB, ABA,
Zea y AG3) en plantas con suelo UACh con
respecto al sustrato experimental, y en
plantas sintomaticas respecto a las
asintomaticas (excepto AlA). Se observo una
fuerte correlacién entre varios reguladores de
crecimiento (P < 0.002), entre ellos AlIA que
parece ejercer un efecto indirecto en el
desarrollo de los sintomas. La severidad de
la enfermedad esta fuertemente ligada al
sustrato y al desbalance de AIB + Zea,
aunque también es afectada por otros
factores como la salud de la planta madre.

Palabras clave: Engrosamiento del cladodio,
nutricion, Opuntia, fitohormonas.

Sanchez Avila S. A. 1y Valadez Moctezuma E .2

Abstract: Cladode thickening is one of the
main problems that diminish cactus pear
production in Mexico. Several causal agents
have been associated with this problem, but
they remain undefined. Recent studies have
reported a differential accumulation of growth
regulators in symptomatic plants. In this
study, we applied 11 treatments to evaluate
the nutritional effects on phytohormone
production in healthy and those with
thickening symptoms. We found that the
health of the mother plant and the soil has a
strong impact on the quantity of growth
regulators. The means of the growth
regulators evaluated (AlA, AIB, ABA, AG3
and Zea) were significantly different
(P<0.0001) in treatments with UACh soil vs
experimental  substrate. The  means
comparison of the symptomatic and
asymptomatic plants shown the same results
except in AIA. A strong correlation was
observed between several growth regulators
(P <0.002), including AIA that seems to exert
an indirect effect on the development of
symptoms. The severity of the disease is
strongly linked to the substrate and the
imbalance of AIB + Zea, although it is also
affected by other factors such as the health of
the mother plant.

Keywords: Cladode thickening, nutrition,
Opuntia ficus-indica, phytohormones.
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4.1 INTRODUCCION

4.1.2 Hormonas vegetales

Las hormonas vegetales son un grupo de sustancias organicas de origen natural que
actia como sefalizadores quimicos regulando la actividad celular y el desarrollo
vegetal. Los principales grupos de fitohormonas son: auxinas, giberelinas, citocininas,
brasinosesteroides, etileno, 4cido abscisico, poliaminas y jasmonatos. Cada hormona
vegetal influye de una manera especifica en los tejidos y el desarrollo de la panta
(Cuadro 16), sin embargo, generalmente sus funciones se traslapan, de modo que se
observa el efecto conjunto de varios reguladores sobre el crecimiento (Pérez et
al.,1999; Taiz y Zeiger, 2006).

El transporte de los reguladores generalmente es via xilema y floema y cominmente
se observa una mayor concentracion de éstos en tejidos jovenes, aunque el sitio de
sintesis, metabolismo, efecto, sitio y modo de accion varian ampliamente (Cuadro 16
y 17). La accion de las fitohormonas también puede variar segun factores biéticos y
abidticos como el tipo de tejido y especie donde se aplique, etapa fenoldgica, luz,
temperatura, cantidad, etc. El efecto de las hormonas también puede ser afectado por
la nutricién vegetal ya que los micronutrientes como el calcio y fosforo forman parte
de las rutas de sefializacién y biosintesis (Cuadro 17), ademas de tener otros efectos
en el desarrollo y productividad de las plantas como se observé en el Cuadro 10
(Radamacher, 1994; Pérez et al., 1999; Zeiger y Taiz, 2006; Herrera et al., 2006).

El estudio de hormonas vegetales ayuda en gran medida a la generacion de
metodologias para el sano desarrollo de las plantas y ha cobrado una gran importancia
en las Ultimas décadas por los cultivos in vitro (Pérez et al., 1999; Castillo et al., 2005).
Existen diversos métodos de deteccion y cuantificacion de hormonas vegetales,
siendo la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) una de las mas precisas.
Esta técnica permite la separacion de componentes en una matriz liquida para su

identificacion y cuantificacion (Castillo et al., 2005).

Los estudios de sintomatologia vegetal pueden ser abordados desde reguladores de
crecimiento, sobre todo cuando se observan alteraciones en el desarrollo, como el

caso del engrosamiento del cladodio del nopal (Cano, 2012).
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Auxinas

Giberelinas

Acido
absicico

Citoquininas

Cuadro 16. Funciones de fitohormonas.

Induccién/promocion

Inhibicion

Regulacién

Mecanismo de accién

Diferenciacién vascular.
Crecimiento coledptilos, tallos y
raices laterales.

Dominancia apical.

Crecimiento del tallo.

Cuajado del fruto. Germinacién
de semillas. Inicio de la
floracion.

Formacion y crecimiento de
yemas.

Movimiento de nutrientes,
Desarrollo de cloroplastos,
Expansion celular en hojas y
cotiledones.

Maduracién de la semilla y
embriogénesis.

Senescencia de la hoja.

Cierre de estomas y crecimiento
radical ante estrés hidrico.

Crecimiento radical
longitudinal.

Retrasan la absicion de las
hojas.

Retrasan la senescencia de
las hojas.

Germinacion precoz.
Produccion de enzimas
inducidas por ac.giberélico.
Crecimiento del tallo ante el
estrés hidrico.

Desarrollo de fruto y yemas florales.
Fototropismo.
Gravitropismo.

Altura y maduracion de la planta.
Biosintesis de quinasas.

Division celular en tallos y raices.
Dominancia apical.

Morfogénesis en cultivo de tejidos junto con
las auxinas.

Relacionadas con tumores.

Dormicion de la semilla junto con el ac.
giberélico.

Estrés hidrico: sefial anti-estrés, tolerancia
del embrién.

Acumulacién de proteinas de reserva.

Induce la salida de protones
provocando la acidificacion de la
pared celular y su expansion.

Estimulan la division y elongacion
celular (sin acidificar la pared
celular).

El receptor CRE1 promueve la
fosforilacién que provoca una
cascada de sefializacion y
activacién de genes y proteinas.

Activan canales iGnicos y la
expresion genética mediante
accion directa en fosfolipidos y
receptores extra e intracelulares.

Datos obtenidos de Pérez et al. (1999), Zeiger y Taiz (2006) y Herrera et al. (2006).
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Auxinas

Giberelinas

Acido
absicico

Citoquininas

Cuadro 17. Sintesis, almacenamiento, transporte y sefalizacion de hormonas vegetales.

Sintesis

Almacenamiento Transporte

Senalizacion

Meristemos, hojas jovenes,
frutos en desarrollo y semillas.

Tejidos apicales.
Regulan su
metabolismo.
Las auxinas promueven la
biosintesis de giberelinas.

propio

Tejidos jovenes y Citosol de las
células meristematicas de raiz.
Derivadas de adenina,
aminopurina o de RNAL.

Por accion bacteriana
(Agrobacterium tumefaciens).

Es sintetizado a partir de la ruta
de los carotenoides. Se inactiva
por oxidacién o conjugacion.

Almacenamiento en citosol y
cloroplastos.

Polar (activo) independiente de la gravedad y no
polar a través del floema.

Semillas, frutos jovenes y

. Via xilema y floema.
raices.

Se transportan principalmente via xilema desde
la raiz al tallo, aunque también tienen transporte

Raiz y hojas. basipéto.

Las concentraciones de ABA
en los tejidos es altamente
variable. Se acumula en
yemas latentes.

Se transporta por tejido vascular.

El Ca%* y el pH intraceular
actllan como senalizadores.

Auxinas promueven la
biosintesis de giberelinas.
El Ca?* y quinasas son
posibles intermediarios de
sefalizacion.

El receptor CRE1 promueve la
fosforilaciéon que provoca una
cascada de sefializacion.

Sefializacion es independiente
de Ca?*. Excepto en células de
guarda.

Datos obtenidos de Radamacher (1994), Pérez et al. (1999), Zeiger y Taiz (2006) y Herrera et al. (2006).
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3.1.3 Reguladores de crecimiento vegetal y el Calcio

El calcio se absorbe por las plantas via xilema, entra a la raiz en forma de Ca?*y por
transpiracion sube a las hojas donde se acumula, por lo que hay una menor cantidad
en hojas jovenes (Carrefio, 2013). El calcio es intermediario de la sefializacion de

auxinas y giberelinas (Zeiger et al. 2006; Carrefio et al. 2013).

Las auxinas, AG y citoquininas inducen incrementos de Ca?* citosélico. Las auxinas
provocan oscilaciones con periodos irregulares de los iones de calcio y pH citosdlico,
éste mismo efecto se ha observado en células de guarda con el ABA (Zeiger et al.
2006).

En cultivos in vitro la combinacién de AIA con citocininas y calcio acelera la division
celular. El calcio en altas concentraciones impide la expansion de la pared celular, por
lo que la célula modifica la direccién del crecimiento y se divide (Raven et al. 1992).
La tasa de transporte de auxinas es regulada por calcio, ya que el transporte polar
(célula-célula) de auxinas es dependiente de la disponibilidad Ca*2. Las auxinas
inducen la sefializacion de Ca*?, por lo que las zonas de acumulacién de auxinas
funcionan como “sumideros” de Ca*?. También se han encontrado receptores
auxinicos para sefiales IAA inducidas por Ca*? demostrando la importancia del calcio

en la transduccién de sefiales de IAA y otras auxinas (Vanneste y Friml, 2013).

El efecto del calcio y la fertilizacion sobre la acumulacién de hormonas vegetales en
nopales con engrosamiento del cladodio no ha sido estudiado por lo que en la presente
investigacion se midid la concentracibn de hormonas en plantas con y sin

engrosamiento mediante CLAR.

3.2 OBJETIVOS

e Determinar el efecto de la nutricion y del calcio en la acumulacién de
fitohormonas en nopales con y sin engrosamiento de cladodio mediante

Cromatografia Liquida de Ala Resolucién (CLAR).
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3.3 MATERIALES Y METODOS

Colecta y almacenamiento de muestras

Se utilizaron las mismas plantas evaluadas en el experimento del capitulo anterior.
Las muestras fueron seleccionadas en base a la moda de severidad de cada
tratamiento. Se toma el cladodio mas joven de 4 plantas por tratamiento. Las pencas
fueron cortadas en trozos de 1 x 2 cm aproximadamente, colocadas en bolsas de tela
de yute, sumergidas en nitrégeno liquido hasta su congelaciéon y almacenadas a una

temperatura de -20 °C hasta su liofilizacién.

Procesamiento de muestras

La criodesecacion se efectud con un liofilizador (FreeZone 4.5 Liter Benchtop Freeze
Dry System), durante un periodo aproximado de tres dias cuando el peso del tejido se
mantuvo constante. La extraccion y cuantificacion de reguladores de crecimiento
vegetal se hizo segun el método de estandares internos de Xiangqing et al. (2010) con
modificaciones (ANEXO II), en el que sélo se cuantificaron 5 hormonas, Acido
Giberélico (AG3), Acido Indolacético (AlA), Acido Absicico (ABA), Acido Indolbutirico
(AIB) y Zeatina (Zea).

Disefo de tratamientos

Las variables evaluadas fueron la cantidad de hormonas producidas. Cada planta se
consider6é como una unidad experimental. El disefio de los tratamientos se obtuvo
como un factorial 5x2x2 (Fertilizacion, sustrato y nutricién respectivamente), en el que

se seleccionaron unicamente 11 tratamientos (Cuadro 12, Cap. Ill) y 4 repeticiones.

Seleccion de muestras

Las muestras se seleccionaron en base a la moda de severidad de cada tratamiento
utilizando la escala de severidad mencionada en el capitulo anterior.
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Andlisis estadistico

A los datos se les realiz6 un analisis de varianza mediante un Modelo Lineal
Generalizado con Distribucion Poisson y funcién de enlace Log, utilizando el
procedimiento Glimmix de SAS. Se usaron los factores (Sintomatologia, Sustrato y
Fertilizacién) como efectos fijos mientras que los bloques y las repeticiones se usaron
como efectos aleatorios. Las medias ajustadas por minimos cuadrados (Least Square
Means) se calcularon para los factores y se agruparon con un nivel de significancia al
5 % utilizando la prueba de Fisher. El proposito del andlisis se sustenta en las
siguientes hipotesis:
Ho: Los diferentes tratamientos generaran la misma cantidad de hormonas.

Ha: Por lo menos un tratamiento generara una cantidad de hormonas diferente
a los demas.

3.4 RESULTADOS

Los datos del andlisis hormonal evidenciaron que al menos uno de los tratamientos
presento diferencias estadisticamente significativas (a = 0.05) en los reguladores de
crecimiento cuantificados. Tanto los efectos principales como las interacciones
influyeron de forma estadisticamente significativa (Pr<0.0001) de manera general en

la acumulacion de hormonas evaluadas.

La cantidad de hormonas producidas en plantas con madres sintomaticas (MS) y
asintométicas (MAS) fue significativamente diferente (Pr<0.0001) en todos los
reguladores medidos excepto para zeatina (Zea) como se puede observar en Cuadro
18. Las plantas con madres sintomaticas produjeron mas ABA y AG3, mientras que
las plantas con origen asintomatico tuvieron medias mas altas para AlA, AIB y la suma
de todos los reguladores. Estos resultados indican que la salud de la planta madre es
un factor de importancia para la cantidad de fitohormonas. Coincide con la literatura,
gue menciona que algunos factores epigenéticos ocasionados por estrés, pueden ser
heredados en la propagacién clonal y por tanto las clonas hijas mantienen el
desequilibrio de produccién hormonal de la planta origen (Burn et al., 1993; Finnegan
et al., 1998; Alexios et al.,, 2008; Boyko y Kovalchuk, 2013). Como se observo

anteriormente (Capitulo IIl) la sintomatologia de la planta de origen no esta
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relacionada con el engrosamiento, lo que resalta la importancia de Zea en el desarrollo

de sintomas, ya que fue la Unica hormona donde no hubo diferencias.

Cuadro 18. Efecto de la Sintomatologia de la planta madre sobre la acumulacion de
fitohormonasen cladodios de O. ficus-indica.

MS MAS
ABA 2.2818 + 0.5299 a* 0.0359 + 0.009271 b
AG3 410.51 + 6.3365 a 335.84 +5.8166 b
AlA 133.38 £3.5199 b 147.29 + 2.8601 a
AIB 228.79 + 3.8366 b 486.97 + 6.3129 a
Zea 1189.85 + 10.8250 a 1178.28 + 7.9581 a
SUMA 2333.45+14.8182 b 2755.37 £ 12.3257 a

Cladodios obtenidos de vastagos de plantas madre con sintomas (MS) y sin sintomas (MAS) de
engrosamiento.

*Valores por filas con la misma letra indican que no hay diferencia estadisticamente significativa segun
la prueba de Fisher a un 5% de probabilidad. Los valores * indican el error estandar de la media.

Las medias de todos los reguladores de crecimiento fueron significativamente
diferentes (Pr<0.0001) al comparar por sustrato. El sustrato UACh present6 una mayor
severidad e incidencia en general y medias mayores para todas las hormonas salvo
en el caso de AIB (Cuadro 19), lo que sefiala que la deficiencia de AIB es un factor de
vital importancia para el desarrollo de sintomas de engrosamiento. Esta deficiencia de

AIB en plantas enfermas también fue encontrada por Cano (2012).

Cuadro 19. Efecto del Sustrato sobre la acumulacién de fitohormonas en cladodios de
O. ficus-indica.

SE UACh
ABA 0.01263 + 0.003431 b* 6.4881 + 2.0490 a
AG3 283.81 +3.2879 b 485.77 +10.2470 a
AlA 123.32 £ 2.2487 b 159.31 £5.7118 a
AlB 375.26 £5.1734 a 296.90 = 9.0696 b
Zea 867.24 £5.7291 b 1616.60 + 18.8186 a
SUMA 2000.73 £9.1077 b 3213.58 + 28.4186 a

Plantas sembradas en el sustrato experimental (SE) y suelo de la nopalera de la Universidad Auténoma
Chapingo (UACh).

*Valores por hileras con la misma letra no son estadisticamente diferentes segin la prueba de
Diferencia Minima Significativa de Fisher (LSD), con un nivel de significancia al 5%. Los valores con *
son los errores estandar de la media.
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La aplicacion de 3,000 ppm fue estadisticamente diferente con un nivel de
significancia al 6.4% con la media mas baja, con respecto a los tratamientos sin calcio
adicional (0) para el caso de ABA. Los tratamientos sin calcio adicional tuvieron las
medias mas bajas para las variables SUMA y AIA, éstas diferencias fueron
estadisticamente significativas en comparacion con los tratamientos con Ca adicional
(Cuadro 20). Los contrastes muestran que la aplicacion de Ca afecta directamente en
el incremento de AIA y la SUMA general de fitohormonas, ademas la deficiencia de

éste micronutriente aumenta la produccion de ABA.

El nivel 1,000 ppm de Ca, presenté una mayor acumulacion de Zea y AG3, ademas
de una menor cantidad de AIB en comparacion de los otros niveles de Ca. Todas las
medias fueron estadisticamente diferentes a un valor de P <.0001 (Cuadro 20). Los
tratamientos que componen 1,000 ppm tienen una severidad moda de 4 (sintoméatica)
y 0 en suelo UACh y SE respectivamente, a diferencia de los otros niveles, en donde
el sustrato es Unicamente SE y la severidad moda es 0. Estos resultados indican que
la deficiencia de AIB y el incremento de Zea y AG3 esta relacionado con el sustrato
UACh Yy la severidad 4, tal como se puede discute mas adelante en la figura 6. El suelo
UACh presenta deficiencias de K (Cuadro 6 y Anexo 1), por lo que estos desbalances

hormonas también pueden estar relacionados con dicha deficiencia.

49



Cuadro 20. Efecto del calcio sobre la acumulacién de fitohormonas en cladodios de
O. ficus-indica.

Ca M Error D* Pr % Ca M Error D Pr %
ABA AlIB
0 1.5819 1.5907 0 987.60 28.5698
1533 55.82 819.4 <.01
1000 0.04342 0.04256 1000 168.15 4.4723
0 1.5819 1.5907 0 987.60 28.5698
1.116 6.40 90.80 <.01
3000 0.4656 0.5308 3000 896.80 26.8811
1000 0.04342 0.04256 1000 168.15 4.4723
0.422  52.08 728.6 <.01
3000 0.4656 0.5308 3000 896.80 26.8811
AG3 Zea
0 269.54 7.0547 0 862.16 12.2601
129.4 <.0001 881 <.01
1000 398.95 7.0450 1000 1743.21 14.8429
0 269.54 7.0547 0 862.16 12.2601
83.76 <.0001 441.6 <.01
3000 353.30 9.9167 3000 1303.78 19.1754
1000 398.95 7.0450 1000 1743.21 14.8429
45.65 <.0001 439.4 <.01
3000 353.30 9.9167 3000 1303.78 19.1754
SUMA AlA
0 2428.88 23.6678 0.01 0 89.6155 3.7778
110.6 79.61 <.01
1000 2539.53 17.8988 1000 169.23 4.5518
0 2428.88 23.6678 2.93 0 89.6155 3.7778
543 93.45 <.01
3000 2971.88 31.0922 3000 183.07 7.4093
1000 2539.53 17.8988 5.10 1000 169.23 4.5518
432.3 13.84 60.69
3000 2971.88 31.0922 3000 183.07 7.4093

*D = Diferencia de las medias comparadas.

Contrastes de medias segun la prueba t de Student con un nivel de significancia al 5%, para ver los
efectos del Ca de manera independiente a la fertilizacién. Tratamientos con fertilizacion al 100% con 0,
1000 y 3000 ppm de Ca adicionado.

El factor fertilizacibn no mostré un patrén definido con respecto a su efecto sobre la
produccion de hormonas (Cuadro 21). Sin embargo, al comparar los valores de
produccion de hormonas agrupando por severidad y no por riqueza del tratamiento se

puede observar un patréon mas definido como se muestra en la Figura 6.
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Cuadro 21. Efecto de la Fertilizacion sobre la acumulacion de fitohormonas en

cladodios de O. ficus-indica con diferentes niveles de fertilizacion.

0 0

0% 20% 100% 1001{3304(-) Ca 1OO3€0+(-)Ca
ABA 0.2045 £ 0.0556 c* 0.4959 + 0.1912a  1.045+0.3376 b 0.1472+0.0424c  0.1231+0.0782c
AG3 398.22 +6.3726 a  276.92 + 7.587 a 410.06 £9.7204b  394.03+6.9917a  396.09 £ 9.5042 a
AlA 127.49+35394d 87.661+3.9858c 147.6+5.6113e 167.54+45183b  195.76 + 6.8416 a
AlB 106.1 +3.0118 e 1137 +£25.478 ¢ 216.99 £ 6.2092a  184.7 +4.4264d 856.97 + 19.663 b
Zea 1389.7 +12.088 b  808.37 £13.029c  858.7 +13.5153d 1704.8 + 14528 a 1415+ 18.535b
SUMA 2316.7+15.462d 3187.8+28.942e 1652+ 18.6526 b 2469.1+17.452c  3479.42+30.80 a

*Valores por hileras con la misma letra no son estadisticamente diferentes segin la prueba de
Diferencia Minima Significativa de Fisher (LSD), con un nivel de significancia al 5%. Los valores con +
son los errores estandar de la media.

La cantidad de zeatina (Zea) fue notoriamente mayor en plantas sintoméaticas (2, 4 y
3) con respecto a las plantas sanas (0), ademas se observé una deficiencia de AIB en
plantas sintomaticas con respecto a las sanas (Figura 6), mostrando el efecto de
ambas hormonas para el desarrollo de los sintomas. La zeatina esta relacionada con
la elongacion y division celular, sin embargo, en este caso los tratamientos con mayor
cantidad de dicha hormona fueron los que presentaron un menor crecimiento
(severidad 4), por lo que el amachamiento del cladodio se debe a la cantidad de
hormonas y a la interaccion entre éstas. Esto coincide con la teoria, pues se sabe que
la division celular de las citoquininas no se produce si no hay auxinas en el medio
(Taiz y Zeiger, 2006).

Como se vio anteriormente la severidad y la incidencia estan estrechamente
relacionados con los niveles de Ca aplicados. El calcio actia como transductor de
sefal de auxinas y citoquininas (Taiz y Zeiger, 2006; Vanneste y Friml, 2013) y que
en combinaciéon con auxinas y citoquininas regula la expansion y division celular
(Raven et al., 1992), ademés de estar involucrado en cascadas de sefializacion junto
con diversas hormonas vegetales (ej. ABA) para la regulacion del potencial hidrico por
estrés salino (Taiz y Zeiger, 2006; Hanin, 2016). De esta manera se sobreentiende
gue los desbalances de Ca en suelo estén relacionados con desbalances hormonales
y regulacion del

potencial hidrico que pueden traducirse en marchitez o

engrosamientos.
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Figura 6. Diagrama de caja de la cantidad de hormonas en plantas de O. ficus-indica con

diferentes niveles de severidad. Donde 4 es el nivel més alto y O corresponde a plantas sanas.

En las plantas sintométicas se encontré6 una mayor produccion de reguladores con
respecto a las plantas asintométicas excepto para las auxinas. En AlA la produccién
fue igual y en AIB la produccién fue menor en plantas enfermas. Los resultados indican
un desbalance hormonal en todos los reguladores de crecimiento salvo en AIA
(Cuadro 22 y Figura 7).

Cuadro 22. Acumulacion de fitohormonas en cladodios de O. ficus-indica con
sintomas (S) y sin sintomas (AS) de engrosamiento.

ASINTOMATICAS (AS) SINTOMATICAS (S)
ABA 0.1304 + 0.02913 b* 7.5786 + 1.3389 a
AG3 313.01 +3.6107 b 393.80 + 4.4376 a
AIA 135.57 + 2.3918 a 136.64 + 2.6166 a
AIB 638.04 + 5.3077 a 433.64 + 45514 b
Zea 113.70 £ 6.8095 b 1244.35 + 7.8781 a
SUMA 2332.86+9.8695 b 2388.97 + 10.9220 a

*Valores por filas con la misma letra indican que no hay diferencia estadisticamente significativa segun
la prueba de Fisher a un 5% de probabilidad. Los valores + indican el error estandar de la media.
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Figura 7. Gréafica de barras de la produccion de hormonas en plantas asintomaticas vs
sintomaticas de O. ficus-indica. Las letras diferentes por variable indican que los valores de las
medias son estadisticamente diferentes a un nivel de significancia del 5%. Los valores de ABA es
multiplicaron por 100 para observar un mejor contraste.

Taiz y Zeiger (2006) y Pérez et al. (1999) afirman que las hormonas son reguladores
gue actlan en conjunto, por lo que no es extrafio que se observe un desbalance en
varias de ellas en un solo sintoma. Las auxinas entre otras cosas regulan el
gravitropismo y la dominancia apical de la planta, la gravedad es percibida mediante
la sedimentacién de almidén en los amiloplastos. La cantidad de almidon intracelular
es afectada directamente por las giberelinas, ya que estimulan la hidrélisis mediante
amilasa (Taiz y Zeiger, 2006; Herrera, 2006). La cantidad de AIB fue menor en plantas
enfermas, mientras que la cantidad de AG3 fue mayor, ambas hormonas estan
relacionadas con el gravitropismo, ademas estudios anteriores reportan una
acumulacion de almidon en plantas con engrosamiento (Ramirez, 2013). Por lo que el
engrosamiento del cladodio puede estar relacionado con el gravitropismo y la

dominancia apical.

Taiz y Zeiger (2006) y Pérez et al. (1999) mencionan que las auxinas participan en el
crecimiento celular, crecimiento del tallo, diferenciacion vascular, induccién de division
celular y dominancia apical. Las auxinas, AG y citoquininas inducen incrementos de
Ca?* citosolico. Las auxinas y provocan oscilaciones con periodos irregulares de los
iones de calcio y pH citosdlico, éste mismo efecto se ha observado en células de
guarda con el ABA. La deficiencia de AIB y Ca?* sumado al exceso de ABA, AG3 y

Zea podria entorpecer estos procesos, generando que las plantas tuvieran un
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crecimiento solo por division celular y una pérdida de la dominancia apical por lo que
se podria generar un engrosamiento por hiperplasia o hipertrofia celular, tal como
mencionan Pimienta (1974) y Ramirez (2013).

El coeficiente de correlacién mostré una relacion directamente proporcional para todas
las variables reportadas (Cuadro 23) con una probabilidad de error menor al 0.2 %.
Ninguna variable presenté una relacidén positiva perfecta (valor 1), y se encontré un
gran numero de variables correlacionadas, lo que muestra una gran complejidad entre
las interacciones de las hormonas medidas, tal como mencionan Taiz y Zeiger (2006)
y Pérez et al. (1999). Aunque la produccion de AIA no fue diferente en plantas con y
sin sintomas (Cuadro 21), esta directamente relacionada con el resto de las variables
de estudio excepto con la AIB (Cuadro 22), por lo que probablemente ejerza algun

efecto de manera indirecta.

Cuadro 23. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) y nivel de significancia (P) entre
diferentes variables respuesta por efecto de la sintomatologia.

Variables de estudio correlacionadas R P
AG3 vs AIA 0.71632 <0.0001
AG3 vs SUMA 0.60074 0.0019
AG3 vs Zea 0.78668 < 0.0001
Zeavs AlA 0.61851 0.0013
Zeavs ABA 0.74622 < 0.0001
Zea vs SUMA 0.68400 0.0002
AlA vs SUMA 0.61851 0.0013
AIB vs SUMA 0.63565 0.0008

Solo se reportan las correlaciones significativas (P < 0.002).
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4.5 CONCLUSIONES

e Se observo que la salud de la planta madre, y el sustrato en general ejercieron
un fuerte efecto sobre la cantidad de hormonas producidas. Probablemente se
deba a factores epigenéticos heredables por clonas.

e Todos los reguladores de crecimiento analizados, excepto AIA, mostraron
medias estadisticamente distintas en plantas sintométicas vs asintomaticas,
aunqgue hubo algunas en las que se observé un efecto mayor.

e Aunque la produccion de AIA no fue estadisticamente diferente (a = 0.05) en
plantas con y sin sintomas, esta directamente relacionada con el resto de las
variables de estudio excepto con la AlB, por lo que probablemente ejerza algun
efecto de manera indirecta.

e Lafalta de AIB es una caracteristica de plantas con sintomas. Los tratamientos
con una severidad mas grande ademas de presentar una deficiencia de AIB
tenian una mayor cantidad de Zea, por lo que estas dos hormonas parecen ser
la clave para la aparicion y severidad de los sintomas.

o« La severidad de la enfermedad estad fuertemente ligada al sustrato y al
desbalance de AIB + Zea.

« Los sintomas de engrosamiento y marchitez pueden explicarse por
desbalances hormonales relacionados con desbalances de Ca y la regulacion

del potencial hidrico de la planta.
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ANEXO I.

Analisis de suelo

Laboratorio de Nutricion Vegetal, S.C.

“La Perfeccion en Calidad Analitica” 3
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ANEXO II.

Protocolo de extracciéon y cuantificacion de reguladores de crecimiento vegetal

Las pencas fueron cortadas en trozos de 1 x 2 cm aproximadamente, colocadas en
bolsas de tela de yute, sumergidas en nitrégeno liquido hasta su congelacién y

almacenadas a una temperatura de -20 °C hasta su liofilizacion.

1.- Colocar 50 mg de tejido liofilizado en un tubo Ependorf de 2 mL con tapa.
2.- Macerar el tejido del Eppendorf y colocar tubo en hielo.

3.- Se agregan 50 pL de una solucién que contenga los estandares internos a cada
tubo que contenga el material vegetal.

4.-Anadir 500 pL de solucién de extraccion, 2-propanol: agua: HCI concentrado
(2:1:0.002, vol:vol:vol), a cada tubo.

5.- Colocar los tubos en un agitador a una velocidad de 100 rpm por 30 min a 4 °C.
(vortex)

6.- Afiadir 1 mL de diclorometano a cada muestra y agitar por 30 min a 4 °C.

7.- Colocar las muestras en una microcentrifuga refrigerada a 4 °C y centrifugar 5 min.
a 13000 g.

8.- Trasferir alrededor de 900 pL del solvente de la fase baja utilizando pipeta Pasteur
a otro vial y concentrar la mezcla (sin llegar a desecar completamente usando una
corriente de nitrogeno. Afiadir 0.5 (0.9) mL de metanol.

9.- Inyectar 50 pL en el HPLC, de acuerdo a las condiciones de anlisis utilizado por
Xiangging et al. (2010).

Cuadro 24. Parametros de gradiente CLAR (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion)

Tiempo (min) Gradiente (% de B por volumen)
0-2 30
2-20 Incremento lineal a 100
20-22 100
22-25 Decremento lineal a 30

Fase movil A: agua destilada con acido formico al 0.1%. Fase movil B: metanol con
0.1% de acido férmico.
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Tiempos de retencion de los estandares internos. Tiempo de retencion de las
hormonas utilizadas como estandares internos, a partir de los cuales se compararon
los resultados de las muestras analizadas.

Cuadro 25. Tiempos de retencion de estandares internos.

Estandar Tiempo de retencion (min)
Zeatina 7.1

AG3 10.8

ABA 12.6

AlA 14.2

AlB 17.3

AG3: Acido Giberelico, ABA: Acido absisico, AlA: Acida Indolacetico, AIB: Acido
Indobutirico.

Fuente:

Xianging et al., 2010. Quantitative analysis of major plant hormones in crude extracts
by HPLC-Mass spectrometry. Nature protocols.
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