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RESUMEN

El nopal (Opuntia ficus indica L. Miller) es una planta que pertenece a la familia
Cactaceae. El tallo de esta planta ha demostrado una correlacion entre los usos
etnobotéanicos y los resultados experimentales, en el tratamiento de la diabetes, Ulcera
gastrica, enfermedades antiinflamatorias y quemaduras entre otras. Dada la importancia
de sus propiedades funcionales se planteo evaluar el contenido de pectinas, mucilago, y
compuestos fotoquimicos con validacion bioldgica de su efecto hipoglucemiante en ratas
sanas y ratas diabéticas. De igual importancia, se evaluaron las variables agrondémicas,
bromatoldgicas y antioxidantes de cuatro variedades de nopal ( Copena VI, Jalpa Milpa
Alta y Villanueva) en dos condiciones ambientales (campo abierto y microtinel) y tres
estadios de desarrollo (4, 6 y 8 semanas de desarrollo). Ademas, se aplicé yodo en forma
de yodato y yoduro (10°M) bajo condiciones de tunel, para conocer las modificaciones a
algunas variables previamente definidas y se realizd un andlisis histologico con el
propoésito de observar morfogénesis en el cladodio. En lo que respecta a la variable
pectinas solubles al agua (PSA) se observaron que todos los cultivares fueron
estadisticamente diferentes (p<0.001). La variedad Copena present6 el mayor valor de
PSA seguido por Villanueva, Jalpa y Milpa Alta. El contenido de pectinas solubles al
oxalato (PSO) presenta un comportamiento sobresaliente en la variedad Villanueva
(<0.001) mientras la variedad Copena, Milpa Alta y Jalpa observaron los menores
valores y fueron estadisticamente iguales entre si. En relacion a las pectinas totales los
resultados observados presentaron diferencia significativas en todos materiales
(»<0.001) y entre estadios. El contenido de mucilago presentd un contenido de acidos
urdnicos en un rango de 45 a 61.5%, galactosa (5.3-9.1%) , arabinosa (3.5-5%), xilosa
(2-3%), mientras ramnosa (2%) y glucosa (1%). La MANOVA de variables
bromatoldgicas, minerales y antioxidantes presentd diferencias significativas entre
variedades y estadios. Copena observo mayor contenido de extracto etéreo y potasio,
mientras el Cultivar Jalpa y Milpa Alta fueron significativos en fibra detergente neutra,
Villanueva present6 significancia en contenido de minerales (Ca, Mg, Mn, Fe), fendlicos
totales y flavonoides en el segundo estadio de desarrollo y mayor contenido de vitamina
C. La aplicacion de yodo en la variedad Copena VI presentd un incremento en el
contenido de éacido ascérbico > 51% en ambos tratamientos con yodo, asimismo se
observo un incremento en P, Fe K y Mg en el tratamiento con yodato. El tratamiento con
yoduro incrementd el contenido de Cu y Mn en el primer muestreo. Las variables
morfoldgicas presentaron modificaciones en el niimero de vasos del xilema con el
tratamiento de yodato y un aumento en area de mucilago y contenido de drusas en
ambos tratamientos. La validacion de la actividad bioldgica no mostrd significancia
estadistica entre fitoquimicos en ratas sanas. En ratas diabéticas los resultados sugieren
que la pectina y mucilago, flavonoides y extracto de acetato de etilo tienen un efecto
sobre la concentracion de glucosa en la sangre cuando el consumo es mantenido un
minimo de 7 dias, si el consumo se interrumpe la hiperglucemia se restablece.



ABSTRACT

The nopal (Opuntia ficus indica L. Miller) is a plant belonging to the family Cactaceae.
The stem of this plant has shown a correlation between the ethnobotanical uses and the
experimental results, in the treatment of diabetes, gastric ulcer, anti-inflammatory
diseases and burns among others. Given the importance of its functional properties is
raise to evaluate the content of pectin, mucilage, and phytochemical compounds with
biological validation of their hypoglycemic effects in healthy rats and diabetic rats.
Equally important, were evaluated the variables agronomics, bromatological and
antioxidants of four varieties of nopal (Copena-VI, Jalpa Milpa high and Villanueva) in
two environmental conditions (open field and microtunnel) and three stages of
development (4, 6, and 8 weeks of development). In addition, applied iodine in the form
of iodate and iodide (10 ~°®M) under conditions of tunnel, to know the changes to some
of the variables previously defined and performed a histological analysis with the
purpose of observing morphogenesis in the cladode. In regards to the variable water-
soluble pectin (WSP) were observed that all cultivars were statistically different (P <
0.001). The variety Copena had the highest value of WSP followed by Villanueva, Jalpa
and Milpa Alta. The content of oxalate soluble pectin (OSP) presents an outstanding
features in Villanueva variety (p < 0.001) while the varieties Copena, Milpa Alta and
Jalpa observed the lowest values and were statistically equal to each other. In relation to
total pectin the results observed showed highly significant differences in all materials (P
< 0.001) and between stages. The mucilage content showed content of uronic acids in a
range of 45 to 61.5%, galactose (5.3 - 9.1%), arabinose (3.5 - 5%), xylose (2-3%), while
rhamnose (2%) and glucose (1%). The MANOVA of variables antioxidants, minerals
and bromatological presented significant differences among varieties and stages. Copena
noted higher content of fat and potassium, while cultivating Jalpa and Milpa Alta were
significant in neutral detergent fiber, Villanueva presented significance in content of
minerals (Ca, Mg, Mn, Fe), total phenolic and flavonoids in the second stage of
development and higher content of vitamin C. Application of iodine in the variety
Copena VI showed an increase in the content of acid Ascorbic > 51% in both treatments
with iodine, also was observed an increase in P, Fe, K, and Mg in treatment with iodate.
Iodide treatment increased the content of Cu and Mn in the first sampling. The
morphological variables presented changes in the number of vessels in xylem with
iodide treatment and an increase in area of mucilage and content of druse in both
treatments. The validation of the biological activity showed no statistical significance
between phytochemicals in healthy rats. In diabetic rats, the results suggest that pectin
and mucilage, flavonoids and ethyl acetate extract has an effect on the concentration of
glucose in the blood when consumption is maintained a minimum of 7 days, if
consumption is interrupted hyperglycemia is restored.
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1. INTRODUCCION

El nopal (Opuntia ficus-indica L) Miller pertenece a la familia Cactaceae. El tallo de
esta planta ha demostrado una correlacion entre los usos etnomédicos y los resultados
experimentales, como en el tratamiento de la diabetes, ulcera gastrica, enfermedades
antiinflamatorias y quemaduras.

Actualmente existe un interés creciente por la industria farmacéutica para la
obtencion de muestras que permitan el analisis estructural de los componentes activos de
la planta. Mientras tanto, la fibra dietética sigue impulsado a la industria alimenticia para
la obtencién de productos que la incluyan a la dieta comun de las personas.

La fibra dietética consiste en una serie de carbohidratos complejos, diferentes al
almidon, mas lignina. Todos ellos derivan de las plantas y comparten la caracteristica de
que no los digieren las enzimas del aparato digestivo de los humanos.

Las fibras viscosas (guar, pectina, etc.) se han empleado con resultados favorables
para reducir el colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL), aunque esta
disminucion no sea tan marcada. Si esta medida va unida a la utilizacion de formulas de
alimentos con almidon, la disminucion del colesterol LDL, se acompafia también de un
descenso de los triglicéridos, unidos a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLP).

Los cladodios del nopal presentan tanto pectinas como mucilago y ambos
polisacaridos son empleados tanto en la industria farmacéutica como en la alimenticia.

Es por ello la importancia de identificar los mucilagos y las pectinas del nopal, ya que
permitira ampliar los usos a nivel industrial, farmacéutico y alimenticio.

Durante el proceso de maduracion del nopalito, los componentes de la pared celular y

de la ldmina media de la célula vegetal experimentan notables variaciones estructurales
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que modifican la textura del cladodio.

El conocimiento de las modificaciones de las diferentes fracciones de sustancias
pécticas, pectina soluble al agua (PSA), pectina soluble al oxalato(PSO) y pectina
soluble al acido (PSA) a lo largo de la maduracion del cladodio, presentan un gran
interés. Por un lado, los grupos no metilados del 4cido galacturénico poseen capacidad
de retener ciertos minerales de importancia clinica reduciendo su disponibilidad
confiriéndole propiedades antinutritivas; y por el otro, grupos metilados proporcionan

un sustrato favorable para la accion de los probioticos.



2. HIPOTESIS

Las fracciones pectinicas y el mucilago del nopal son responsables de su actividad
hipoglucémica y las propiedades funcionales y nutricionales del nopal se pueden

incrementar seleccionando el momento 6ptimo de cosecha.



3. OBJETIVO

3.1. Objetivo General

Identificar los componentes principales del mucilago y las fracciones de pectinas en
diversos estadios de desarrollo de cuatro variedades de nopal y evaluar su actividad

hipoglucémica.

3.2. Objetivos especificos

a).-Evaluar cuatro variedades de nopal en base a un criterio integral de variables
agrondmicas, histologicas y fitoquimicas.

b).-Seleccionar el momento 6ptimo de cosecha en funcidn a un criterio de calidad
basado en el contenido de sus metabolitos

c).-Seleccionar la variedad de nopal de mayor calidad basado en factor de
seleccion de propiedades fitoquimicas.

d).-Evaluar la actividad bioldgica de las fracciones péctinicas y mucilago para la
disminucion de la glucemia por medio de ensayos biologicos en ratones con

hiperglucemia y diabéticos inducidos con estreptozotocina.



4. ANTECEDENTES

4.1. Origen y Distribucion

El nopal o Chumbera (Opuntia spp., Cactaceae) es una planta originaria del
continente Americano. Se distribuye desde Canadd hasta Argentina. Son plantas
xerofitas, suculentas, espinosas y arborescentes, cuyos tallos son llamados cladodios o
articulos.

La planta fue llevada a Europa por los primeros colonos espafioles y se ha cultivado a

lo largo de la costa mediterranea desde el siglo XVII (Retamal et al., 1987)

4.2. Taxonomia
Reino: Plantae
Subreino: Embryophyta
Division: Angiospermae
Clase: Dicotiledonea
Subclase: Dialipétalas
Orden: puntiales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Opuntioideae
Tribu: Opuntiae
Género: Opuntia

Especie: ficus indica L., Miller.



4.3 Descripcion Botanica

El tallo esta formado por cladodios aplanados y articulados de 30 a 60 cm de largo
por 20-40 cm de ancho. Su superficie es de color verde opaca con hojas convertidas en
espinas, en cladodios juveniles se observan hojas verdaderas de vida corta. Las flores
son hermafroditas hemicilcica con el eje floral frecuentemente largo, de color variable.
El gineceo es infero sincarpico, tiene de tres a ocho carpelos, con numerosos 6vulos
sobre placentas parietales (Weniger, 1979). Fruto formado por una baya polispérmica,

carnosa mas o menos ovoide, desnuda o espinosa (Bravo, 1978).

4.3.1 Caracteristicas morfoldgicas de las variedades

Existe una amplia riqueza de variedades en nuestro pais, producto de un largo
proceso de domesticacion. Esta es el resultado de cruzas interespecificas por seleccion
artificial de generaciones cosechadas y propagadas sucesivamente de los fenotipos
deseables (Casas y Barbera, 2002). Un buen ejemplo es la variedad Copena
desarrolladas por el Dr. Facundo Barrientos de Chapingo (Flores y Corral, 2003).

Gallegos et al., (2006) evaluaron las caracteristicas morfoldgicas de cuarenta
cultivares utilizados en plantaciones en la Republica, encontrando a la variedad Jalpa
dentro de un grupo compacto con una superficie extremadamente cerosa y una relacion
largo/ancho muy grande. Los cultivares restantes entre los que se encuentran Villanueva,
Copena VI y Milpa Alta forman un grupo compacto cuyas caracteristicas presentan una
combinacién compleja de atributos morfoldogicos.

Valdéz-Cepeda y Blanco-Macias (1999) definen aspectos morfoldgicos de cuatro
cultivares de nopal mediante andlisis fractal. Por otra parte Aguilar-Sanchez et al.,
(2007) mencionan las caracteristicas fisicas y bioquimicas de 21 variedades de nopal de
interés comercial en base a un andlisis de componentes principales. Dentro de estas

variedades se encuentran Milpa Alta, Villanueva y Jalpa (Tabla ).



Tabla |

Medias aritméticas de las variables morfométricas por cultivar

Cultivar Peso fresco Largo Ancho Relacion
(gr) (cm) (cm) largo/ancho
(cm)
Copena V1(*) 19.45 9 2.16
Jalpa 114.05 18.58 10.19 1.82
Milpa Alta 101.49 22.44 10.42 1.88
Villanueva 91.33 20.49 10.92 2.16

Valdéz-Cepeda y Blanco-Macias, 1999.
4.4 Ecofisiologia

Opuntia ficus indica presenta caracteristicas fisioldgicas y anatomicas que le permite
adaptarse al medio arido. Presenta un Metabolismo Acido Crasuldceo (CAM por sus
siglas en inglés). Esta senda metabdlica fue descrita por primera vez en 1960 por Wolf'y
fue descrita para la familia Crasulaceae. La senda CAM es utilizada por el 6% de
especies vegetales. En esta via las plantas aperturan sus estomas por la noche con la
consiguiente toma de CO, (Liittge, 2004).

En opuntias, el género mas grande de opuntioideae, donde las hojas tienden a ser
efimeras, la captacion méxima ocurre en la noche en los tallos (fase I). Bajo condiciones
de alta humedad relativa y temperatura moderada, la captacion de CO, puede ocurrir al
amanecer. El CO, adquirido durante el dia lo fija la rubisco, al igual que se fija el CO,
que toman las plantas C; durante el dia. La toma de CO, para O. ficus-indica es de
aproximadamente 18 pmol m->s™', y en condiciones optimas es de 698 pmol m->s™,

Para plantas terrestres, el mayor beneficio del metabolismo CAM es un aumento en el

uso eficiente del agua, porque la pérdida de agua por transpiracion se acompaifia de
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manera forzosa con la toma de CO,. En las especies nativas CAM la apertura de estomas
y por lo tanto la transpiracion tienden a presentarse de noche, lo cual en gran medida
reduce la pérdida de agua.

En O. ficus-indica bajo condiciones de sequia, la presion osmética del parénquima es
mas bajo que el clorénquima por la polimerizacion de azucares que llevan a la formacion
de granos de almidon favoreciendo el almacenamiento de agua en el parénquima. El
parénquima presenta en sus espacios intercelulares una mayor cantidad de mucilago que
el clorénquima (Goldstein et al., 1991).

Otras caracteristicas estructurales que participan en la conservacion de agua es la
densidad estomética. En promedio se observan entre 20 a 80 estomas por mm’, en
comparacion con el rango de 100-300 por mm? para las hojas C3 y C4 (Nobel, 1998). La
cuticula también representa un papel en la disminucion de la pérdida de agua su grosor
es de 5 a 30 mm de espesor mientras en plantas C3 y Cs4 su espesor es de 0.4 a 2 mm
(Pimienta-Barrios and Nobel, 1998).

Una de las caracteristicas adaptativas mas notables en la morfologia es la
superficialidad de su sistema radicular. Se sabe que tanto la distribuciéon como la
extension de las raices estdn correlacionadas con la toma de agua. Un sistema radical
superficial favorece la toma de agua en un entorno ecologico donde las lluvias son

escasas y se presentan en periodos cortos (Nobel, 1998).

4.5 Composicion Quimica del Nopal

4.5.1 Macrocomponentes

La composicién quimica del cladodio determina su uso como material en la industria
alimenticia.

El extracto libre de nitrogeno es alto e incluye la fibra tanto soluble como insoluble y
algunos azucares. Las cenizas depende de la composicion del suelo pero sus mayores

elementos corresponden a calcio y potasio; el sodio y fosforo estan presentes en menor
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cantidad. La fibra cruda aumenta con la edad del cladodio (Rodriguez-Garcia et al,
2007; Contreras-Padilla et al., 2012).

Rodriguez-Félix y Cantwell (1988) analizaron la composicion quimica del nopal de
tres especies de Opuntia en funcion de la edad del cladodio, encontrando diferencias
significativas en el contenido entre éstas, principalmente en proteina, acidez titulable y
carbohidratos. Los componentes con mayor variacion durante el desarrollo fueron
carotenos, acidez titulable y carbohidratos, la proteina y la fibra cruda disminuyen con la
edad. Para O. ficus indica se reporta un sumario en la Tabla II.

Tabla II

Composicion Quimica de Opuntia ficus indica

Longitud

11-26 cm
Agua (%) 91.5
Carbohidratos (%) 58.1
EE (% MS) 2.7
PC(% MS) 12.0
FC(% MS) 12.9
Cenizas (%) 14.3
AAsc (mg/100g) 9.8
Caroteno(g/100g) 29.8

Rodriguez-Félix y Cantwell, 1988 (Extracto etéreo:EE; Proteina cruda :PC;Fibra
cruda: FC; Materia seca:MS; Acido ascorbico: Aasc.)

Otros reportes en diferentes estadios de desarrollo en el contenido de
macrocomponentes con O. ficus indica fueron los realizados por Pinos-Rodriguez et al.,
2010 bajo condiciones de tunel (Tabla III) y Hernandez-Urbiola et al., 2010 (Tabla IV)

en primavera.



Tabla 111

Composicion Quimica de O. ficus-indica en diferentes edades

Edad en dias
30 37 45 60 75 90
MS (g/kg) 53 56 57 58 61 63
PC(g MS) 180 156 153 123 106 104
FDN (g/kg MS) 288 296 300 306 311 319
FDA(g/kg MS) 154 163 166 193 207 217
CENIZAS(g/kg 193 203 211 213 216 228

MS)

Pinos-Rodriguez et al, 2010.(MS: Materia seca; PC: proteina cruda; FDN: Fibra
Detergente Neutra; FDA: Fibra Detergente Acida)

Ambos autores coinciden en que la fibra presenta una relacion positiva con la edad
con beneficios para la salud tanto humana como animal. El contenido de Proteina Cruda
(PC) no es consistente en sus resultados.

Ramiro-Tobias et al, (2007), evaluaron cuatro especies de nopal (Nopalea
cochenillifera, O. ficus indica, O. robusta, O. undulata x O. tomentosa) y cuatro estadios
de desarrollo en sistema hidropénico. Nopalea cochenillifera presentd las mejores
caracteristicas nutrimentales. Dentro de las diferencias encontradas comparandola con la
produccion en suelo, observaron el contenido de materia seca (MS) es mas bajo. La PC

disminuy¢ con el crecimiento. La FDN y FDA fue mayor en O. ficus indica.
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Tabla IV

Composicion Quimica de O. ficus indica cv Redonda

Edad en dias
40 50 60 70 80 90 100 115 125 135

Grasa (g) 216 237 238 162 153 150 142 172 170 187
PC(g) 707 899 839 892 725 778 829 848 585 707
Cenizas(g) 1765 1959 2064 2109 2164 2192 2280 2291 2091 2430

Hernandez-Urbiola et al., 2010 (Proteina Cruda: PC)

4.5.2 Minerales

La principal fuente de minerales escenciales solo se adquieren por medio del
consumo de plantas comestibles (Karley and White, 2009). El nopal es una rica fuente
de minerales esenciales como Ca, K y Mg. El contenido de minerales ha sido estudiado
con proposito de evaluacion de germoplasma silvestre (Nieto-Garibay, ef al., 2011) en
diferentes estadios de desarrollo (Rodriguez-Garcia et al., 2007; Hernandez-Urbiola et
al., 2010) y para la evaluacion de diagnostico de nutrientes en O. ficus indica
(Magallanes-Quintanar et al., 2004; Blanco-Macias et al., 2006).

Nieto-Garibay et al, 2011 evaluaron el contenido de 10 macronutrientes de O.
tapona en 14 sitios de Baja California. En el contenido de los diferentes elementos Ca
(5.4-20.4mg/g MS), Mg (4.9-18.84mg/g MS), K (16.6-44.44mg/g MS) Na (2.9-
15.44mg/g MS), Fe (1.5-8.34mg/g MS) Mn (0.04-0.734mg/gMS), Cu (0.29-0.354mg/g
MS), CI (3.31-16.384mg/g MS), N (3.17-8.314mg/g MS), P (0.41-2.544mg/g MS) B
(0.012-0.354mg/g MS), Zn (0.016-0.074mg/g MS) encontraron gran variabilidad. Al
comparar el contenido de estos minerales en tallo y raiz se encontron diferencia
significativa (p=0.05) en tallo y raiz con excepcion de Zn que fue no significativa (NS).

Hernéndez-Urbiola et al., (2010) evaluaron 10 macronutrientes y 8 micronutrientes
en 10 estadios de desarrollo, encontrando para Ca y P una correlacion positiva con la

edad; para los micronutrientes hubo cambios minimos. Ademads, Abrajan et al., (2008)
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analiz6 el contenido de mucilago bajo diferentes condiciones el manejo de la muestra,

observando diferencias significativas.

4.5.3 Pectinas y mucilago

La pectina es estructural y funcionalmente el mas complejo polisacéarido de la pared
celular. La pectina participa en el crecimiento, morfologia, desarrollo y defensa de la
planta, ademas es un gelificante y estabilizador de diversos alimentos y presenta efectos
positivos en la salud humana (Mohnen, 2008).

El contenido de mucilago y pectinas de una amplia variedad de especies del género
Opuntia ha sido estudiado.

Nobel (1986) considera que el mucilago de O. ficus-indica es un heteropolisacarido
de alto peso molecular compuesto de 30,000 subunidades de arabinosa (35 a 45%),
galactosa (20 a 25%), ramnosa (7 a 8%), xilosa (7 a 8%) y acido galacturénico (19 a
31%) vy las moléculas de mucilago tienen numerosas cargas negativas enlazadas con
Ca’" parecida a la pectina. Mientras Céardenas et al., (1999) define el mucilago como una
cadena ramificada de arabinogalactano compuesta de arabinosa (42.5%), galactosa
(29%), glucosa (2.5%) y xilosa (26%).

Pena y Sanchez (2006) analizaron 13 variedades de nopal en cuanto a su contenido en
pectinas y mucilago encontrando un amplio rango de variacion.

Rodriguez-Garcia et al., (2007) presentaron la caracterizacion fisico-quimica y
nutricional de nopal fresco producido en diferentes estadios de desarrollo, encontrando
cambios en el contenido de minerales y de fibra soluble e insoluble.

Cérdenas et al., (2007) mencionan que el mucilago del nopal contiene pectinas como
el componente mayoritario de sus carbohidratos.

Abrajan (2008) menciona que los componentes de azucares en el hidrolizado de
mucilago fueron: 44.54% arabinosa, 18.16% de galactosa, 23.98% de xilosa, 6.58% de
ramnosa y 6.8% de acido galacturonico. Ademds observd diferencias en la cantidad y

tipo de pectinas extraidas seglin la metodologia utilizada.
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Majdoub et al.,, (2010) encontraron diferencias en el contenido de azicares de la
pectina entre la pulpa y la corteza de O. ficus indica. Dentro de los azucares
identificados con mayor presencia se encuentran galactosa (15.4, 27.8) arabinosa (10.80,
25) y ramnosa (3.2, 10.2). Mientras el contenido de acido galacturénico se evaludé con
10.2 (p/p) para pulpa y 46.3 (p/p) para la corteza.

El contenido de pectinas y mucilago afecta la aceptabilidad del consumidor y su
comercializacién. Especies con bajo contenido de mucilago son preferidas por los
consumidores. En cambio aquellas que contienen una concentracion alta de pectinas son
canalizadas a las industrias farmacéuticas, cosmética y alimenticia (Cérdenas et al.,

1999; Razo and Sanchez, 2002; Huerta and Montes, 2003).
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Figura 1. Esquema de los principales dominios descritos en la molécula de pectina

(Contreras-Ezquivel, 2003)

4.5.4 Compuestos bioactivos

Se denominan compuestos bioactivos a los componentes alimenticios que una vez
ingeridos presentan propiedades antioxidantes y promueven la salud (Seeram et al.,
2006). La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos en nopal ha sido
ampliamente confirmada (Lee et al, 2002; Bensadon et al, 2010; Santos-Zea et al.,
2011).

El tallo del nopal presenta un gran variedad de compuestos antioxidantes no

14



enzimaticos entre los cuales se incluyen: fendlicos, flavonoides carotenos vitamina C.

(Tabla V).

Tabla V

Componentes Bioactivos en el género Opuntia spp.

Especie Fenolicos y flavonoides Referencia
O. dillenii  Opuntiol Qui et al., 2002
Opuntioside Qui et al., 2002
4-etoxyl-6-hidroximetil-o-pirona Qui et al., 2002
Kaemferol 7-O-p-D-glucopiranosil- Qui et al.,2002
(1-4)-p-D-glucopiranoside
3-O-metil quercetina 7-O-p-D Qui et al., 2002
glucopiranoside
Kaemferol 7-O--D glucopiranoside Qui et al., 2002
Rutina Qui et al.,2002
3-O-metil quercetina Qui et al., 2002
Quercetina Qui et al., 2002
Mangaslin Qui et al., 2002
Etil 3,4-dihidroxybenzoato Qui et al., 2002
Acido vanilico Qui et al., 2002
Opuntia Acido 3,4-Dihidroxibenzoico Qui et al.,2002; Guevara-
spp Figueroa et al., 2010
4-hidroxibenzoico Guevara-Figueroa et al., 2010
Acido gélico Guevara-Figueroa et al., 2010
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O. ficus indica
(Raiz)
O. ficus indica

O. ficus indica

var.Saboten

Opuntia spp

Acido cumarico

Acido feralico

Acido salicilico

Aromadendrina

Acido Piscidico
Acido Eucémico

Quercetina

Kaemferol

Isoramnetina

Glicoproteina

Isoquercitrina

Nicotinflorin

Narcisina

16

Guevara-Figueroa et al., 2010

Guevara-Figueroa et al., 2010

Guevara-Figueroa et al., 2010

Jeonetal, 2011

Ginestra et al., 2009

Ginestra et al., 2009:

Ginestra et al., 2009: Guevara-

Figueroa et al., 2010

Ginestra et al., 2009: Guevara-

Figueroa et al., 2010

Ginestra et al., 2009; Guevara-

Figueroa et al., 2010

Oh y Lim, 2006

Guevara-Figueroa et al., 2010

Guevara-Figueroa et al., 2010

Guevara-Figueroa et al., 2010



B-caroteno Bensadon et al.,, 2010

Luteina Bensadon et al.,, 2010

3-criptoxantina Bensadon et al., 2010

Santos-Zea et al., (2011) evaluaron el contenido de fendlicos y sus glucosidos en
diferentes especies del género Opuntia, encontrando gran variacion en el contenido de
compuestos fendlicos. Para O. ficus indica el contenido de fendlicos totales fue mayor
para la variedad Villanueva y menor para Jalpa, 593 y 318 pg Equivalentes de Acido
Galico(GAE)/g respectivamente.

4.6 Usos del Nopal

Esta planta presenta multiples usos y aplicaciones en diferentes sectores economicos.

Representa un valor como hortaliza (Pimienta—Barrios, 1994; Flores, 1995;
Rodriguez—Salazar y Nava—Cedillo, 1999) como frutal, como forraje (Rusell and
Felker, 1987), como sustrato para la obtenciéon de la grana cochinilla (Tovar et al,
2005), como elemento para la reforestacion (Stintzing and Carle, 2005) como
biocombustible (Varnero et al, 1992), industria alimenticia, farmacologica, de
suplementos alimenticios (Saénz et al., 2006).

Algunos de los usos medicinales han sido descritos ampliamente por Feugang et al.,
(2006). Las propiedades de los compuestos activos del género Opuntia ejercen efectos
apoptoéticos en células del Glioblastoma (Hahm et al., 2010), como cicatrizante (Galati
et al., 2003), antiinflamatorio y condroprotector (Panico et al., 2007), neuroprotector
(Huang et al., 2009; Dok-Go et al., 2003), antigenotoxicos (Zorgui et al, 2009),
antiulceroso (Alimi et al., 2010) hipolipemiante (Oh y Lim, 2006), hipoglucemiante
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(Frati-Munari et al., 1989; Frati-Munari et al., 1998).

Luo et al., (2010) trabajaron con la variedad Milpa Alta en diferentes extractos, el
mas efectivo efecto hipoglucemiante fue con éter de petréleo. En cambio Butterweck et
al., (2011) realizaron extractos acuosos de tallo y fruta de O. ficus indica obteniendo
efecto hipoglucemiante en ratas normales, ademés encontraron un incremento en
insulina basal lo que indica efecto directo en células beta del pancreas.

Zhao et al., 2011 mencionan un efecto antihiperglucémico con polisacéaridos de O.
dinellii, en ratas diabéticas por efecto protector contra la peroxidacion en higado.

En un estudio realizado (Van Proeven et al., 2012) en individuos saludables se evalud
la ingestion de capsulas conteniendo 1000 mg de Opuntia ficus indica (OFI) y dosis
altas de carbohidratos antes y después del ejercicio, se encontrd una disminucion de la

curva de tolerancia a la glucosa hasta en un 26%.

4.7 Produccion de Nopal

4.7.1 Importancia Econdmica

México es el productor de nopal méas importante del mundo con 90% de la
produccion mundial. La produccion nacional de nopal se estima en alrededor de 741 mil
toneladas y el rendimiento varia en 1 t ha”' hasta 86.67 t ha', con una media de 64.84
t/ha (SIA-SAGARPA 2012).

La produccion de nopal verdura en México se desarrollo en base a tres sistemas de
aprovechamiento: nopaleras silvestres, huertos familiares y plantaciones comerciales
(Flores-Valdéz, 2001).

En la produccién de nopalito en México participan 26 entidades federativas con
12,391 ha sembradas, 11,436 cosechadas en total. Sin embargo, solo el Distrito Federal
aporta el 34.95% de la superficie sembrada y casi el 43.2% de la produccion total. Milpa
Alta en el Distrito Federal, es la mayor y mas antigua zona productora de nopal verdura

en México (STAP-SAGARPA, 2012).
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Las plantaciones silvestres comprenden tres millones de hectéreas, en ellas existe una
gran diversidad de especies. Por lo general en la época de brotacion (primavera) se
cosechan para autoconsumo. Los huertos familiares revisten importancia por la gran
diversidad genética presente, pues han experimentado procesos de cruzamiento y
seleccion durante mucho tiempo, de esta manera han surgido los materiales genéticos
para las plantaciones comerciales.

Las plantaciones comerciales surgieron alrededor de 1950 entre los productores de
Milpa Alta, Distrito Federal, al seleccionar las mejores variedades de sus huertos para
plantarlas en sus parcelas agricolas (Blanco-Macias et al., 2008). Estos sistemas siguen
vigentes en la actualidad.

Las condiciones Optimas para el cultivo con respecto a la temperatura media oscila
entre 18 -26°C, con una méaxima de 36°C y una minima de 6°C, la altitud varia entre 800-

1500 m snm, con una precipitacion media anual entre 116-1805 mm .

4.7.2 Las caracteristicas de calidad y propiedades funcionales del Nopal

La calidad es considerada por los consumidores como el atributo mas importante de
aceptabilidad (Traill, 1999).

La normatividad en México (NMX-FF-068-SCFI-2006; DGN-SECOFI) define los
criterios de calidad del nopalito en base a atributos organolépticos. Las caracteristicas
deseables de apariencia en el cladodio juvenil son: apariencia: frescos, delgados,
turgentes y de un color verde brillante. La categorias de clasificacion por calidad en la
Norma Mexicana son: “México Extra”, “México 17y “México 2”.

Los grados de calidad a nivel internacional estan incluidos en la Norma Codex
Alimentarius-FAO (CODEX STAN 185-1993) y estan también basados en la apariencia.
Asi quedan incluidas las siguientes caracteristicas: deben presentar las caracteristicas de
la especie (forma y color), estar enteros, firmes, sanos, limpios y libre de espinas y
danos. Los grados de calidad incluidos en la norma son: Clase Extra, Clase I y Clase II.

La clasificacion se basa en el tamafio (longitud) del nopalito con cinco categorias. Estas
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incluyen cladodios desde 9cm hasta 30 cm de longitud (FAO-WHO, 1993). El
engrosamiento de la cuticula y del cladodio en la madurez son caracteristicas
indeseables de la calidad.

La actual tendencia de la produccion en base a propiedades funcionales de los
alimentos han renovado areas de desarrollo en las ciencias agricolas y de los alimentos.

El término de alimento funcional fue propuesto por primera vez en Japdn en la
década de los 80’ y se define como cualquier alimento en forma natural o procesada, que
ademas de sus componentes nutritivos contiene componentes adicionales que favorecen
la salud, la capacidad fisica y el estado mental de una persona. El calificativo de
“funcional” se refiere al concepto bromatologico de propiedad funcional” o sea la
caracteristica de un alimento en virtud de sus componentes quimicos y de los sistemas
fisicoquimicos de su entorno, sin referencia a su valor nutritivo (Alvidrez-Morales ef al.,
2002).

Dentro de este mismo sistema nuevo de definiciones se encuentra el término
prebiotico que se refiere a un ingrediente alimentario no digerible que afecta
beneficiosamente al huésped mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y/o
actividad de un numero limitado de bacterias del colon. Los prebioticos aplicados en
nutricion son basicamente inulina, fructooligosacaridos (FOS) y galactoologisacaridos
(GOS) (Vitoria, 2007).

Existe controversia respecto a incluir dentro de esta ultima definicion a los
componentes de la fibra soluble (pectinas, gomas y mucilago) cuyas fuentes dietéticas
incluyen a la avena, las legumbres, los citricos y la manzana. Atn se desconoce el grado
de participacion en la estimulacion en el crecimiento de las cepas benéficas.

Dentro de las cualidades funcionales del nopal se encuentra su contenido de fibra
soluble e insoluble con conocidos efectos sobre la salud: previene la diabetes,
ateroesclerosis, hipercolesterolemia, enfermedad coronaria, obesidad (Pena and Sanchez,
2006, Santos et al., 20006).

Oh et al., (2004) aislaron una glicoproteina con capacidad antioxidante en Opuntia
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ficus-indica var saboten. Ademas se ha encontrado que disminuye los niveles de lipidos
en plasma en ratones (Oh y Lim, 2006).
Otros componentes funcionales comprenden la vitamina C, carotenos minerales como

Ca, Mg, Fe.

4.8 Diabetes

4.8.1Epidemiologia

La prevalencia de la diabetes ha aumentado de manera considerable en los ultimos
afios. Hay 246 millones de enfermos de diabetes en el mundo. México ocupa el noveno
lugar y esta representado con 7.5 millones de personas enfermas que se saben enfermos
y un 35% esta enfermo y no lo sabe. Cada afio se registran 400 000 casos nuevos.

Los siete estados con mayor incidencia de nuevos casos para el 2012 fueron: México,

Jalisco, Distrito Federal, Veracruz, Chihuahua, Baja California y Coahuila (Figura 2).

Coahuila

Baja California
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Veracruz B Mujeres
Distrito Federal [0 Hombres
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Figura 2. Incidencia de nuevos casos de diabetes por entidad federativa primer

bimestre de 2013 (SINAVE, semana 18 de 2013).
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Los datos epidemioldgicos en México:

*El 90% de las personas que padecen diabetes presentan el tipo 2 de la
enfermedad.

* Dos de cada tres mexicanos tienen sobrepeso u obesidad.

* 13 de cada 100 muertes son provocadas por diabetes.

* El grupo de edad con mas muertes por diabetes esta entre los 40 y los 55 afios.

* En personas de 40 a 59 afios, 1 de cada 4 muertes se debe a complicaciones de la
enfermedad.

*En Meéxico la diabetes es la primera causa de ceguera adquirida en edad
productiva.

*También es la primera causa de amputacion no traumdtica de miembros
inferiores y el 60% de todas las amputaciones por cualquier causa.

* La diabetes es la primera causa de insuficiencia renal cronica.

* Un paciente diabético tiene entre 4 y 6 veces mas probabilidad de tener embolia
o hemorragia cerebral.

*Un paciente diabético tiene 4 veces mas probabilidad de tener infarto al
miocardio.

* Las mujeres son mas afectadas que el sexo masculino, sin embargo los hombres
mueren a una edad mas temprana que las mujeres (67 versus 70 afios
respectivamente) (Flores and Aguilar 2006).

La prevencion de las complicaciones requiere un control estricto de la glucemia
por medio de una dieta rica en fibra, ejercicio y control de peso.

El 98% de los casos identificados reciben tratamiento con hipoglucemiantes. La
glibenclamida es el hipoglucemiante mas utilizado (67.7%), la metformina se emplea
en un 18.3%, seguido de la combinacion de glibenclamida mas metformina en un
7.2%. En el 60% de los pacientes diabéticos tratados con glibenclamina fracasan en

el control de la glucemia y seran referidos a una terapia con insulina (Camacho-
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Saavedra and Soberén-Requena, 2001).

El tratamiento con insulina o hipoglucemiantes tiene como efecto adverso la
hipoglucemia. El nopal favorece el control de la glucemia sin alcanzar una etapa
hipoglucémica resultando en una alternativa como alimento funcional cuyo consumo

redundara en beneficio de la salud del consumidor.

4.8.2 Etiologia: gendmica, estrés oxidativo

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad multifactorial y poligénica
condicionada por factores como la alimentacion y el ambiente.

Una pieza clave en la comprension de esta enfermedad es la carga genética.
Estudios epidemiologicos avalan las diferencias entre grupos poblacionales sobre los
mecanismos predominantes que conducen a la DMT2. Asi asidticos e hispanos
comparten las bases genéticas de la resistencia a la insulina, en cambio las
poblaciones afro-americanas presentan disfuncion de las células P-pancreaticas
(Abate and Chandalia, 2003).

La nutricion es otro factor predisponente que ejerce un efecto sobre los genes. Asi
las variaciones del estatus nutricional conducen a adaptaciones metabolicas que
actian en el perfil genético individual (Bauer ef al., 2004). Los productos quimicos
presentes en una dieta comun inciden sobre el genoma humano de manera directa e
indirecta alterando la expresion génica o su estructura (Kaput, 2006).

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador que relaciona nutricién con la

cultura nutricional. Los europeos presentan un IMC mayor a 25, indicando un perfil

diabético y metabdlco, mientras los asiaticos tienen un IMC menor a 23 (Kim et al.,

2004). La obesidad es un factor de riesgo presente en enfermedades cronicas.

Los macrocomponentes presentes en la alimentacion sirven como fuente de energia

por fosforilacion oxidativa del metabolismo intermediario y ejercen un efecto en el

balance redox. La utilizaciéon de oxigeno dentro de los sistemas bioldgicos incluye la

formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Bajos niveles de ROS actiian como
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sefnalizadores en diferentes vias; altos niveles generan estrés oxidativo. Un aumento de
estrés oxidativo estd asociado a enfermedades como la diabetes, fibrosis quistica,

cataratas o infecciones (Willcox et al., 2004)

4.9 Mecanismos reguladores del metabolismo de carbohidratos

4.9.1 Hormonas

Las principales hormonas que regulan el metabolismo de carbohidratos son: insulina,
glucagon e incretinas.

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células f de los islotes de
Langerhans en pancreas. Cuando la glucemia es elevada, ésta se une a su receptor y
desencadena una serie de vias de sefializacion que median acciones biologicas como
entrada y almacenamiento de glucosa en musculo y tejido adiposo, en higado favorece la
captacion de glucosa e inhibe su liberacion (Olivares and Arellano, 2008). Sus efectos
en la glucolisis incluyen la activacion de cinasa PFK-2 lo que incrementa la
concentracion de la fructosa 2,6 difosfato en la célula; esto a su vez aumenta el flujo
glucolitico. En células que contienen transportadores de glucosa (GLUT-4) sensibles a la
insulina (musculo y tejido adiposo) promueve su traslocacién a la superficie celular
(McKee and McKee, 2009). La incapacidad de responder por parte de las células blanco
a la insulina conduce a lo denominado resistencia a la insulina y es uno de los
mecanismos asociados a la DMT?2 (Olivares and Arellano, 2008).

El glucagon es liberado por las células a del pancreas cuando la glucemia es baja,
activa la funcion de fosfatas de la PFK-2 con lo que reduce la concentracion de la 2-6-
difosfato de la célula, disminuyendo como consecuencia el flujo a través de la glucolisis,
una disminucion de esta hormona produce lipdlisis y un aumento de VLDL (McKee y
McKee, 2009), su deposito en el endotelio vascular trae como consecuencia un aumento
en el riesgo de arterioesclerosis y enfermedades relacionadas (Tsai ef al.,, 2004).

Las incretinas son hormonas responsables del 70% de la secrecion de insulina,
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suprimen la secrecion de glucagon (Nathan et al., 1999; Nauck et al., 1993; Host et al.,
2009), disminuyen el vaciamiento gastrico, reducen el consumo de alimentos, aumentan
el tamafio y funcionamiento de las células 3 del pancreas y aumentan la sensibilidad a la
insulina lo cual contribuye a un aumento a la tolerancia a la glucosa. El Polipéptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) es secretado en el duodeno y yeyuno
proximal en las llamadas células K; el GLP1 (Péptido 1 unido al glucagon) es secretado
por las células L en el ileon y colon (Figura 3). Estas hormonas estan disminuidas o
ausentes en pacientes con DMT2 (Holst et al.,, 2009).

Los factores que estimulan la secrecion de GIP es la glucosa y para GLP1 cualquier

alimento estimula su liberacion.
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Figura 3. Localizacion de secrecion de incretinas en el intestino delgado y grueso

en las células K y L, respectivamente (Tomado de Diakogiannaki et al., 2012)

4.9.2 Fibra dietética

La fibra dietética se define como partes comestibles de las plantas que son
resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado, con completa o parcial
fermentacion en intestino grueso Comprende polisacaridos, oligosacaridos y ligninas.
Un criterio divide las fibras en tres categorias: dietética, funcional total. Otra
clasificacion incluye a la fibras viscosas y a particulas. Una caracteristica importante

es que esta asociada a efectos fisioldgicos benéficos en la salud (Dhingra et al,

2011).
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Las fibras viscosas bajan el movimiento intestinal, previniendo la absorcion de los
alimentos, disminuyendo asi la glucosa pospandrial y la liberacion de insulina
(Kendall et al., 2010). Ademas se ha confirmado la disminucion de colesterol por el
efecto de la fibra viscosa al unirse a los acidos biliares. Aun con ciertas controversias,
el consumo de fibra se ha asociado a la disminucién del indice masa corporal (IMC).
En el manejo de DMT?2 existe una asociacion entre una dieta con indice glucémico

bajo y fibra alta y la disminucion de hemoglobina glucosilada (Kendall ef al., 2006).

4.9.3 Polifenoles y Flavonoides

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios, presentan un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilos y derivan de la via del &cido shikimico.

Los polifenoles incluyen 4cido benzoico, cinaminico, cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos hidrolizables y condensados. Su consumo ha sido asociados a la
disminucion de riesgo enfermedades cronicas (Arts and Hollman 2003; Scalbert et
al., 2005).

Se ha comprobado que los polifenoles estan asociados a la fibra dietética
(Ginestra et al., 2010; Pérez-Jiménez et al., 2009). Esta favorece la disponibilidad de
los flavonoides especialmente la quercetina a partir de la rutina, alterando la actividad
metabolica de la flora intestinal o la fisiologia gastrica (D’ Archivo et al., 2010).

Otra funcion ampliamente estudiada es su participacion activa en el metabolismo
de los carbohidratos. Dentro de los mecanismos que influyen en el metabolismo de
glucosa se encuentran la inhibiciéon de la degradacion de los carbohidratos por
inhibicion de la actividad de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa en las células del
lumen intestinal (Tadera et al., 2006), inhibicioén de la absorcion de glucosa (Song et
al., 2002), estimulacion de la secrecion de insulina por las células 8 del pancreas
(Coskun et al., 2005), modulacion de la liberacion de glucosa por el higado (Waltner-
Law et al., 2002).

Un grupo de interés derivado de los fendlicos son los flavonoides. Estudios
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epidemioldgicos han demostrado la capacidad anti-inflamatoria, antibacterial,
antitumoral, antialérgica, antivirales, al prevenir el dafio oxidativo por secuestro de
radicales libres (Abdelmoaty et al., 2010).

Se ha reconocido el efecto de la quercetina, rutina y kaemferol en el metabolismo
de los carbohidratos, disminuyendo la glucosa pospandrial a traves de diferentes
mecanismos (Tadera et al., 2006).

La quercetina y el kaempferol 3-O-a-ramnoside son inhibidores competitivos de
los transportadores de glucosa (SGLT1) en el lumen intestinal (Song et al, 2002;
Wolffram et al., 2002; Rodriguez et al., 2010) impidiendo la absorcién de glucosa,
son también agonistas del receptor gama activado por el proliferador de peroxisomas
(PPARY) (Xian-Kang and Dan-Ni, 2008). Ademas el kaemferol ( Lee et al, 2010) y
la rutina actian protegiendo las células B3 del dafio oxidativo.

Existe controversia en los glucodsidos que acompaiian a ciertos falvonoides. Por un
lado la microflora o enzimas intestinales rompe las uniones y la absorcion se realiza
sin ¢l (Sensik et al., 2003) y por otra parte se menciona la actividad mimética de la
insulina presente en el glucosido 3-O-neoesperidoside que acompatfia a el kaempferol

(Yamasaki et al., 2011).

4.9.4 Triterpenos

Los terpenos comprenden una clase muy diversa de metabolitos secundarios,
aproximadamente 55,000 compuestos han sido identificados (Maimone y Baran,
2007).

Los terpenos son isoprenoides. Tienen como funcion principal la defensa de la
planta (Isman, 2006), sin embargo otros son hormonas como el acido abscisico y
giberelinas. Algunos son citotdéxicos y se emplean como fuentes de agentes
terapeuticos (Dzubak et al, 2006). Otros intervienen en el metabolismo de los
carbohidratos actuando como inhibidores de la fosforilasa del glucogeno,

disminuyendo la glucosa pospandrial (Zhongjie et al., 2012). Algunas saponinas
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presentan efecto hipocolesteromiante (Giiclii-Ustiindag y Mazza, 2007).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.1 Material vegetal

Pencas de nopal verdura (Opuntia ficus-indica) de cuatro variedades Copena V1,
ﬁ |
‘|‘ D

Figura 4. Variedades de Opuntia ficus indica. A) Copena V1; B) Jalpa; C) Villanueva
y D) Milpa Alta.

Jalpa, Villanueva y Milpa Alta.

5.1.2 Material para ensayo biologico

Ratas macho wistar de 300-350 g.

5.2 Descripcion del area de estudio

El presente proyecto se llevo al cabo en el Departamento de Nutricion y Alimentos y
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en el Departamento de Fitomejoramiento (laboratorio de Citogenética) en la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en el Laboratorio de Quimica Analitica
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. El
trabajo de campo para la evaluacion de yodo se realizd en el municipio de General
Cepeda, Coahuila 25°23” 02° LN; 101°27° 10”’LO a 1480 msnm y en el ejido Agua de
la Mula del municipio de General Cepeda, Coahuila. Situado entre los 25° 29" 802" LN
y 101° 25" 312" LO, a 1277 msnm. El municipio de General Cepeda, se localiza al
sureste del estado de Coahuila, entre las coordenadas de 101° 16' y 101° 47" longitud
oeste del meridiano de Greenwich. y entre 25° 00"y 26° 17' latitud norte, a una altura de
1,470 msnm. Limita al norte con el municipio de Ramos Arizpe, al sur con los de Parras
de la Fuente y Saltillo, al este con Saltillo y al oeste con el municipio de Parras de la

Fuente.

5.3 Caracteristicas Ambientales del Area de Estudio

5.3.1Clima

El clima es del tipo Bw hw (x’) (e) que corresponde a seco y templado a semicalido,
con algunas heladas en los meses de invierno. La temperatura media anual fluctia entre
los 19.8 °C, con una oscilacion de 10.4 °C, siendo junio, julio y agosto los meses en los
que se registran las temperaturas mas altas de 37° C. Durante los meses de diciembre y
enero se registran las temperaturas mas bajas alcanzando hasta los 12° C bajo cero,
siendo enero el mes mas frio. La precipitacion media anual se encuentra en el rango de
los 300 a 400 mm, aunque en la ultima década ha sido mas cercana a los 200 mm, con
régimen de lluvias en los meses de julio, agosto y septiembre, siendo el mes de julio en

el que se registra la mayor cantidad de lluvias, mientras que marzo es el mes mas seco.

5.3.2 Suelo

En el ejido Agua de la Mula se presenta un suelo aluvial. Estos depositos aluviales y
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fluviales estan constituidos por gravas, arenas, arcillas no consolidadas, su espesor es
posible que sea de varios cientos de metros. Constituye planicies con clasticos finos o
abanicos al pie de las sierras, donde los clastos se presentan gruesos, son frecuentemente

clastos de caliza arenisca y pedernal.
5.3.3 Vegetacion

El tipo de vegetacion es matorral xerdfito de variada composicion floristica. Las

familias mas representativas son: Compositae, Leguminosae, Gramineae y Cactaceae.
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5.4 Establecimiento de la plantacion

5.4.1 Condiciones a campo abierto

El terreno fue barbechado y rastreado por un tractor. Las camas de siembra fueron
preparadas con una capa de estiércol y se integrd con el suelo. La cama tuvo de ancho
1.5 m y de largo 5 m. con bordes de 30 cm. Se sembraron con penca madre en 4 hileras
con una distancia de 30 cm entre cada penca La orientacion del cladodio fue con caras

de oriente a poniente. La parcela ttil fue de 10 plantas (Figura 5).

Figura 5. Establecimiento de la Plantacion.

5.4.2 Condiciones de microtinel
Para la época invernal Octubre- Marzo se coloc6 un microtiinel de 1.8 m de alto con
cubierta pléstica transparente calibre 600.

El riego fue por inundacion cada 15 d en verano y en invierno cada 4 semanas.

5.4.3 Condiciones en aplicacion de yodo
Se plantaron cladodios de Opuntia ficus-indica var. Copena V1 en tres tineles con

cubierta plastica calibre 600. Las dimensiones para cada uno fueron de 50 m de longitud
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por 3 m de ancho, el total de pencas por tinel fue de 1300. Cada unidad experimental
consistio en dos camas con cinco columnas y 130 hileras.

Los tratamientos de yodo fueron yodato de potasio (KIOs, 10™*M), yoduro de potasio
(K1, 10*M) y un testigo con agua.

El sistema de riego fue totalmente independiente para evitar la posibilidad de
contaminacion entre los diferentes tratamientos de aplicacion de yodo. Se aplico
solucién nutritiva de Steiner (Steiner, 1961) y KIO; (10*M) y KI (10*M) en el agua de

riego y un control sin la aplicacion de sales de yodo.

e,

Figura 6. Plantacion en Tunel en aplicacion con yodo.
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5.5 Evaluacion de variables en condiciones a campo abierto y microtunel

5.5.1Variables agronémicas

5.5.1.1 Peso fresco y peso seco
Esta medicion se realizd con balanza granataria marca (OHAUS) registrando el peso

en gramos.

5.5.1.2 Longitud, ancho y grosor

Para realizar estas mediciones se empled una regla de 30 cm, registrando el resultado
en centimetros, el ancho se midi6 por la parte media del cladodio. Con estos datos se
calcul6 la relacion longitud/ancho. Si el valor de esta relacion es igual a 1 la forma del
cladodio es redonda, si es menor de 1 la forma del cladodio es comprimida en su
longitud y si es mayor de uno la forma es alargada en su longitud. Se tomo el grosor a

partir de la parte ecuatorial del cladodio con un vernier.

5.5.1.3 Numero de brotes
Se cuantifico el numero de brotes generados mensualmente de 10 cladodios por

variedad durante un afo. Bajo condiciones de tinel (T) y a campo abierto (CA).

5.5.1.4 Firmeza
La resistencia a la penetracion se registrdé con un penetrometro digital (FTO1 fuerza
500 g y puntilla de 2.5mm de didmetro). La medicion se realiz6 en la parte media central

del mismo y se registro en Newtons (Nw).

5.5.1.5 Color
Se utiliz6 el colorimetro (Colorimetro Minolta CR-300). La medicion se hizo en 10

cladodios. Se utiliz6 la colorimetria triestimulo o sistema L*, a* y b*. Los resultados se
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expresaron como los tres atributos de color que son: angulo de tono (hue = arco tan b/a)
que es el tono de color ya sea rojo, verde amarillo o azul; croma (saturacion de color)
c*=(a*2+b*2)1/2 y valor L*(luminosidad o brillantez) (McGuire 1992; Koénica Minolta,
2003).

5.5.2 Pruebas Quimicas

5.5.2.1Acidez titulable (%)

La acidez titulable se determiné utilizando el método de la AOAC (2000), el cual
consiste en licuar 10 g de la muestra en 50 ml de agua destilada, posteriormente se midio
el volumen total y se filtr6 con ayuda de una gasa para eliminar los sélidos; de la
muestra obtenida se tomo una alicuota de 10 ml la cual se titulé con hidréxido de sodio
(NaOH) 0.IN usando fenoftlaeina como indicador. El calculo de la acidez se realizd en
base al 4cido que se encuentra en mayor porcion de acuerdo a la siguiente formula:

Porcentaje de acido (%)= [(ml de NaOH x Nx meq del acido x volumen)/(peso de
muestra X alicuota)]x 100

donde:

N=normalidad de NaOH

Volumen = volumen total (ml de extracto después de moler en licuadora)

meq del acido = miliequivalentes del 4cido que se encuentra en mayor proporcion.

Para obtener los miliequivalentes se consider6 la siguiente formula:

meq = peso molecular del acido orgénico/valencia x 100

donde:

Peso molecular del acido citrico es de 192.1

Valencia es 3

Esta técnica tiene su fundamento en la neutralizacion de los jugos o extractos de
frutas con una base fuerte. La acidez titulable se calcul6 a partir de la cantidad de base

necesaria bajo estas condiciones, los acidos orgéanicos y solo una parte del acido
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fosforico y fenoles estan involucrados en el resultado final.

5.5.2.2 Solidos solubles totales (° Brix)
Para la evaluacidon de esta variable se uso un refractometro Brix 0-32 Bx series

utilizando una escala de 0-53° Brix.

5.5.2.3 Determinacion del contenido de vitamina C

La vitamina C se determin6 de acuerdo a la metodologia oficial de la AOAC (2000),
método de titulacion con 2,6 Dicloroindofenol (reactivo de Thielman).

Se pesaron 20 g de muestra de cladodios de cada variedad de nopal y se le agrego 10
ml de 4cido clorhidrico al 2%, la mezcla se homogenizé por 15 min. A la muestra
homogenizada se le agregé 100 ml de agua destilada y se mezcld bien. El contenido se
filtro a través de tela de gasa, el filtrado se recibié en una probeta y se anoté el volumen
total. Se colocaron 10 ml de este filtrado en un matraz Erlenmeyer.

En una bureta se puso una cantidad de reactivo de Thielman, se procedi6 a titular
hasta obtener el vire a rosa permanente, registrando la cantidad de reactivo gastado.

Se utilizo la siguiente ecuacion:

¥ A(0.088)(100)(100)
V)(©O)

Donde:

X = contenido de vitamina C en mg/100 g de muestra,

0.088 = miligramos de 4cido ascorbico equivalente a 1 ml de reactivo de Thielman,

A =ml de reactivo de Thielman gastados en la valoracion del filtrado

V = volumen de la alicuota valorada

100 = volumen en ml del filtrado de vitamina C en HCI.

C = peso de la muestra,

100 = valor dado para la determinacion del contenido de vitamina C para 100g de

fruto (%).
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Todas las variables fueron tomadas en 5 cladodios por variedad en los tres estadios de

desarrollo y se seleccionaron al azar.

5.5.3 Fraccionamiento de los cladodios

5.5.3.1 Métodos de extraccion
Las condiciones de cada una de las etapas del proceso fueron las siguientes:

e Las pencas se cosecharon por la mafana.

e El material vegetativo cosechado se lavo, desespind y se dividié en dos partes:
una se llevo a la estufa de secado a 60° C por 3 d y la otra parte se empled para la
extraccion de mucilago y fue refrigerada en un ultracongelador (Sanyo VIP series)
hasta su analisis.

ePara la extraccion de mucilago se mezclaron partes iguales de nopal y agua
destilada se facilito la molienda en un extractor de jugos industrial de acero
inoxidable Marca Turmix.

e [a separacion del mucilago se realizé por filtracion.

e El mucilago filtrado se liofilizé en un liofilizador Labconco (Free Zone 2.5 plus).

Al nopal deshidratado en la estufa se moli6 en un molino (Thomas Scientific modelo)
el material obtenido de las cuatro variedades en los tres estadios de desarrollo, se les
determind el contenido de macrocomponentes, el contenido de minerales, el contenido

de pectinas y sus fracciones.

5.5.3.2 Extracto metandlico

Se pesaron 3 g cladodios deshidratados y se colocaron en 47 ml de metanol al 80% se
colocaron en un shaker por 48 h. Posteriormente se filtraron y centrifugaron a 6500 g
por 10 min. El supernandante fue recuperado y el solvente evaporado en un rotavapor

marca Buchi R110. Los residuos se reconstituyeron en 1 ml dimetisulfoxido para la

38



determinacion de compuestos fenolicos, flavonoides totales y quercetina.

5.5.3.2 Extracto con n-butanol y acetato de etilo

Se utilizo la técnica de Wrolstad (2004), con modificaciones. Se realizo la extraccion
con Fase solida de extraccion (SPE) Phenomenex y cartuchos de C18 para la primera.
Lo cartuchos fueron preacondicionados secuencialmente con 10 ml de acetato de etilo,
10 ml de metanol (70%) acidulado con 10 ml de HC1 0.01N. Posteriormente se eluyeron
3 ml del extracto metandlico en los cartuchos. Enseguida los cartuchos se lavaron con 6
ml de HCI 0.01 N para remover azlcares, acidos organicos y otros compuestos solubles [
fraccion 1 (F1)]. Después de la eluciéon de compuestos solubles, los cartuchos fueron
secados por aplicacion de vacio por 5 min. Los compuestos fenolicos fueron eluidos con
20 ml de n-butanol [fraccion 2 (F2)] y enseguida con 20 ml de acetato de etilo [fraccion
3 (F3)]. El revelado con agentes especificos para metaboltios secundarios demostr6é que
los triterpenos se encuentran en el extracto con acetato de etilo

La fraccion 3 (F3) se volvid a pasar por SPE en un cartucho Strata X-33 Polymeric.
Se eluyd con 6 ml de acetonitrilo, posteriormente se agregd 6 ml de agua y se lavo con
6 ml de metanol:agua (40:60); se secaron los cartuchos con 10 m de aplicacion al vacio
y finalmente se eluyé con 6 ml de acetonitrilo.

Todas las fracciones se colectaron en viales y se liofilizaron en un equipo Labconco
(Free Zone 2.5 plus). Estos fueron resuspendidos en dimetilsulfoxido y agua desionizada

(1:1) para las pruebas enzimaticas.

5.5.3.4 Macrocomponentes

Las determinaciones se hicieron por triplicado en cada una de las variedades en los
tres estadios de desarrollo. La humedad se determind por el método de secado en la
estufa a 80° C (Estufa de secado Thelco Mod 27) hasta peso constante.

Las cenizas se obtuvieron al calcinar a 600° C hasta peso constante (4-6 h). La grasa

se extrajo por el método de Soxleth, utilizando éter de petréleo como solvente de
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extraccion. Para la fibra se aplicod el método de Kennedy que consiste en un tratamiento
acido y otro alcalino, en cada etapa se separd los compuestos solubles de los insolubles.

La proteina se cuantificd por el método de Kjeldhal. Todos estos métodos son elegidos

del A.O.A.C. (2000).

5.5.3.5 Minerales

Los andlisis quimicos de minerales se realizaron con base en peso seco. Los
minerales Fe, Mn, Mg, K y Ca fueron analizados por digestion hiimeda mediante un
espectrofotometro de absorcion atomica Varian 1275. La determinacion de azufre se
realiz6 por turbidimetria con cloruro de bario (BaCl,) al 10% y glicerina directamente
del filtrado obtenido por digestion humeda; se leydo por colorimetria en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 800 nm. El contenido de fésforo se
determind por el método de colorimetria a una longitud de onda de 640 nm

(Espectrofotometro Marca Helios).

5.5.3.6 Composicion de azicares del mucilago

La composicion de azlicares del mucilago se determind con un equipo LC Agilent
1120 Compact con un detector de indice de Refraccion de la misma marca (serie 1200).
Con el LC se utilizo el software fue Ezchrom Elite. La columna utilizada fue RPM
Monosacharyde Pb (Phenomenex, 300 x 7.8 mm)) con una precolumna Carbo Pb
(Phenomenex) 4 x 3.0 mm. La fase moévil fue con agua grado HPLC con un flujo de 1.0
ml/min y a una temperatura de 60°C. El tiempo de corrida fue de 30 min.

Una muestra de 10 ml de mucilago fresco se hidrolizo con HCI 0.01 N (10 ml)
durante 72 h y se enfri6 a temperatura ambiente para su analisis. Los resultados se
compararon con los siguientes estandares: Fructosa, Ribosa, Glucosa, L-arabinosa, L
(+)-ramosa monohidratada, D-galactosa, D-xilosa todos ellos en grado reactivo (Sigma

Aldrich). Se realiz6 una curva estandar de 20 a 100 ppm.
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5.5.3.7 Determinacion de pectinas

El contenido de pectinas se determin6 por el método descrito por Yu et al., (1996), a
través de la separacion de las diferentes fracciones por solubilidad y cuantificacion en
cada una del contenido de acido galacturénico.

Para pectinas solubles al agua (PSA): se adicionaran 20 ml de agua destilada a 80 mg
de muestra seca para obtener PSA, agitando por un min y centrifugando a 4000 rpm
durante 10 min, el sobrenadante se recolect6 y aforé en un matraz de 100 ml. El proceso
de extraccion se repetid tres veces.

Para pectinas solubles al oxalato (PSO): el residuo anterior se dispersé con 20 ml de
solucion acuosa que contenia 0.25% de oxalato de amonio y 0.25% de acido oxalico. Se
mantuvo a reflujo durante 1 h en ebullicion. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
centrifugod en las mismas condiciones anteriores. El sobrenadante se recolectd y afor6 en
100ml. El proceso se repeti6 tres veces.

Para pectinas solubles al acido (PSAc) Se anadieron 2 ml de acido sulfurico
concentrado a 5 mg de muestra seca con agitacion suave se adicion6 0.5 ml de agua
destilada. Se agito durante 10 min, se filtr6 y el filtrado se aforé con agua destilada en un
matraz de aforacion de 25 ml. Se dejo reposar durante 24 h para su determinacion.

Para pectinas no extraibles (PNE): Se obtuvieron por diferencia de PT-PSA-PSO.

El 4cido galacturénico (AGU) en las diferentes fracciones pécticas se evalud
mediante el método espectofotométrico de determinacion cuantitativa de acidos urdnicos
propuesta por Kintner y Van Buren (1982) y Thibault (1979) por incubacién con acido
sulfurico y el consiguiente desarrollo de color mediante el reactivo cromdforo m-
hidroxidifenil en medio alcalino, para dar un compuesto coloreado, que tiene maxima
absorbancia en la longitud de onda correspondiente a 520 nm, el espectofotometro

utilizado fue marca Helios.

5.5.3.8 Polifenoles totales

La extraccion de polifenoles de los mucilagos se realizaron con metanol al 80% en
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HCL 6N, en una relacion de 1g con 10 ml de solucion. Se hicieron las diluciones con
agua desionizada. Las reacciones se determinaron colorimétricamente usando el reactivo
de Folin-Ciocalteau y acido gélico como estandar (Re et al, 1999), la absorbancia se
midi6 a 765 nm en un espectofotdmetro marca Helios. El contenido de polifenoles

totales se expreso6 en equivalentes de acido galico en mg/g en muestra seca.

5.5.3.9 Flavonoides totales

Se utiliz6 un patron de quercetina grado reactivo (Sigma Aldrich) para realizar una
curva de calibracion en las siguientes concentraciones: 20, 40, 60, 80 y 100pg/ml, se
disolvieron con metanol al 80%. Las disoluciones de los estandares 0.5 ml fueron
mezclados con 1.5 ml de etanol al 95%, 0.1 ml de cloruro de aluminio al 10%, 0.1 ml de
acetato de potasio 1M y 2.8 ml de agua destilada. Después fueron incubadas a
temperatura ambiente por 30 min, la absorbancia de la mezcla de reaccion fue medida a
415 n en un espectofotometro Uv-vis marca Genesys 10S.

Para el blanco el cloruro de aluminio fue sustituido por agua destilada.
Andlogamente, extracto de cladodio en 100 ppm -disueltos en metanol al 80% de cada
variedad y estadio se hicieron reaccionar con cloruro de aluminio para la determinacion

del contenido de flavonoides.

5.5.3.10 Determinacion de Quercetina por HPLC.

Para preparar la muestra se pesaron 50 mg de nopal dehidratado, Se colocd en un
tubo eppendorf'y se le agregd metanol al 80% grado HPLC. Se llevd a un vortex por 3
min y posteriormente se ultrasonificd por 10 min. Se continud con centrifugacion por 10
min a 12000 rpm en una centrifuga marca Labnet (Spectrafuge 16M). El procedimiento
de extraccion repitid por tres ocasiones.

Las condiciones del equipo fueron un flujo isocratico con ACN:agua acidulada
(1:1;con &cido acético 1%); flujo de 1.0 ml/m, a 250 nm de longitud de onda a 30°C, el

tiempo de retencion fue 9.5 min y la corrida de 15 min. el equipo fue LC Agilent 1120
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Compact Con el LC se utilizo6 el software fue Ezchrom Elite. La columna utilizada fue

una C18 250x 4mm (Spm).

5.5.3.11 Ensayo enzimatico

a) Inhibicion de la a -glucosidasa (Kim et al., 2000).

En 100uM de buffer de fosfato de pH 7.0 se disolvieron 2000mg /ml de albumina
de suero bovina. Posteriormente se disolvio la a-glucosidasa en una concentracion
de 0.1 U/ml junto con azida de sodio (200mg/ml). El extracto (20% v/v) se
reconstituyé con dimetilsulfoxido y agua (1:1). Se realizaron diluciones de 62.5,
31.25, 15.6, 7.8, 3.9 y 1.95 mg/ml, se le agreg6 50 ul del sustrato paranitrofenil-
a-d-glucopiranésido. La absorbancia se leyd antes y después de agregar el
sustrato a una longitud de onda de 405 nm en un lector de microplacas para
absorbancia Biotek. ELx 808 IU con software GEN 5.

Se utilizé acarbosa como control positivo, el cual se diluy6 en agua destilada y se
realizaron diluciones seriales 10, 5, 2.5 y 1.25 mg/ml.

10 pl de cada dilucién del extracto ( Acarbosa, F2 y F3) se incuban por 5 min con
50ul de la fuente enzimatica.

Después de la incubacion se le adiciond 50ul del sustrato.

El porciento de inhibicion de la a-glucosidasa fue calculado como sigue:

% de inhibicion=(1-B/A) -100

Donde:

A = es el control de la absorbancia

B = es la absorbancia de las muestras.

La concentracion minima inhibitoria del extracto que se requiere para inhibir la

actividad de la enzima al 50% (ICsp) se calcula por anélisis de regresion.

b) Inhibicion de la a-amilasa (Apostodilis et al., 2007)
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La enzima se diluyé en 20uM buffer de fosfato a pH 6.9 a una concentracion de 0.5
mg/ml. El extracto se disolvido en dimetilsulféxido y agua destilada al 20% v/v. Se
realizaron diluciones seriadas: 62.5, 31.25, 15.6, 7.8, 3.9 y 1.95 mg/ml . Enseguida se
prepar6d como sustrato almidon (0.5%) en solucion de buffer de fosfato de pH 6.9.

El extracto (acarbosa, F2 y F3) se disolvié en dimetilsulfoxido y agua destilada al
20% v/v. Se realizaron diluciones seriadas: 62.5, 31.25, 15.6, 7.8, 3.9 y 1.95 mg/ml . Se
midié la absorbancia a 540 nm con espectofotometro UV-Vis (GENESYS 10S).

Se utilizé como control 25ul de dimetilsulfoxido y agua destilada (1:1).

Para al determinacion de la muestra se realiz6 lo siguiente:

* 25ul del extracto se adicionaron a 25ul de la enzima y se incubd a 25° por 10
min.

* Se adicion6 25l de almidon.

* La mezcla se incub6 a 25°C por 10 min.

* Enseguida la mezcla se suspendié con la adicion de 50ul de 96 mM 3,5-
dinitrosalicilico.

* La placa se incubo en bafio Maria por 5 min. y se enfrié a temperatura ambiente.

El porciento de inhibicidn se calculd considerando el 100% de la actividad enzimatica

con el control. El ICsg se calculd por regresion lineal.

5.5.4 Determinaciones Histologicas

Se tomaron muestras de 3 cladodios de la variedad Copena, se fijaron con una
modificacion del reactivo formaldehido: acetona: alcohol butilico terciario (F.A.A.) y se
deshidraté con alcohol al 50, 60, 70, 85 y 98% por dos h. Se continué con alcohol
butilico terciario, alcohol butilico terciario mas xilol en proporciones 3:1, alcohol etilico
mas xilol en proporciéon 1:1, alcohol etilico mas xilol en proporcion 1:3 y por ultimo
xilol. Las muestras permanecieron por 2 h en cada solucion. La inclusion se realizé en
parafina en la estufa de 30° C hasta 55° C. Los cortes se realizaron en un microtomo de

mano a 18 ude espesor, pegados con adhesivo de Haup y calor. La coloraciéon de las
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muestras se de tincion para polisacdridos con 0.2% azul salciano en soluciéon acuosa y
se sellaron con balsamo de Canada.

La evaluacion histoldgica se basé en las observaciones de secciones transversales de
las 5 mejores preparaciones realizadas con 10 cortes transversales de la parte media de la
planta. Se llevaron a cabo 5 mediciones para cada uno de los elementos anatomicos a
evaluar: nimero de células idioblasticas por mm? 4rea de células idioblastica, niimero
de haces vasculares, diametro de vasos de xilema, area de vasos de xilema.

El método para obtener las impresiones de estomas consistido en colocar una capa
delgada y homogénea de adhesivo para PVC sobre la superficie del cladodio tanto para
la exposicion oriente como para la exposicion poniente. Una vez que el adhesivo se seca,
la pelicula adherente se desprende con pinzas y aguja de diseccioén y se coloca en un
portaobjetos.

Las caracteres evaluados son densidad (DE; niimero de estomas/mm®) y tamafio del

estoma (longitud de células oclusivas).

_ #estomas
0.02479mm?*

Para cada caracter se realizaron cinco mediciones. Las observaciones se realizaron
con el microscopio Optico Vista Vision y las imagenes fueron tomadas con una cdmara
digital Pixera modelo PVC 100C. Se utiliz6 un analizador de imagenes (Axion Vision
4®).

5.6 Validacion de la actividad bioldgica de las fracciones pécticas y mucilago,

flavonoides y extracto F3

5.6.1 Descripcion del area de estudio

Esta etapa se llevo al cabo en el bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad
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Auténoma de Coahuila (Apéndice I).

El disefio experimental se realizd con ratas sanas y ratas inducidos con diabetes
experimental con estreptozotocina bajo condiciones controladas acorde con la Norma
Oficial Mexicana (NOM 0062 Z00-1999). Las ratas fueron alimentadas con pellets de
acorde con los requerimientos nutricionales y agua ad libitum.

Se aplico para la inducciéon de diabetes 1 dosis Uunica intraperitoneal de
estreptozotocina (150 mg/kg). 7d después de la inyeccion de determinaron los niveles de
glucosa por 2 dias consecutivos. Los ratas con valores de 160-180mg/dl de glucosa

(Masiello, 2006) fueron considerados para el experimento.

5.6.2 Ensayo biolédgico

5.6.2.1 Ratas sanas
Se formaron 5 grupos con 6 ratas cada uno. Los niveles de glucemia se determinaron
en 5 grupos de ratones con 18 h de ayuno. Se les indujo hiperglucemia con la
administracion géstrica de solucion de glucosa al 50% (4 ml/kg).
*  Grupo 1. Control positivo. Se le administrd solucion salina isotonica
*  Grupo 2. Control positivo. Se administrard Acarbosa (500mg/kg de peso).
*  Grupo 3. Se les administré mucilago (500mg/kg peso)
*  Grupo 4. Se les administré flavonoides (100mg/kg de peso)
*  Grupo 5. Se administré extracto F3 (100mg/kg de peso).

En cada grupo se evaluo los niveles de glucemia cada 60 min por 3 h.

5.6.2.2 Ratas inducidas a diabetes

Efecto hipoglucémico en ratas diabéticas. Se administraron los compuestos durante 7
d, posteriormente se determinaron los niveles de glucemia en ratas con 18 h de ayuno
cada tercer dia. En cada grupos se determind los niveles de glucemia cada 60 m por 3 h.

*  Grupo 1. Control positivo. Se le administrd solucion salina isotonica
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*  Grupo 2. Control positivo. Se administré Acarbosa (500mg/kg de peso).

*  Grupo 3. Se administré mucilago (500mg/kg peso)

*  Grupo 4. Se administré flavonoides (100mg/kg de peso)

*  Grupo 5.Se administré extracto F3 (100mg/kg de peso).

* En cada grupo se evaluara los niveles de glucemia cada 60 min por 3 h
Las muestras se obtuvieron por punciéon de la vena caudal y se cuantifico con un

glucometro comercial de tiras reactivas.

5.7 Disefio experimental

En el analisis de resultados se empleo la herramienta estadistica de andlisis de
varianza y comparacion de medias de Tukey al 5 % de probabilidad. Utilizando un
disefio experimental completamente al azar, donde los tratamientos fueron las cuatro
variedades, la unidad experimental estara constituida por un cladodio como planta madre
para la siembra, teniendo asi 10 repeticiones para cada tratamiento para las pruebas
fisicas, en tanto que para las pruebas quimicas, una unidad experimental (nopal tierno)
estard constituida por dos cladodios, teniendo cinco repeticiones. Para su andlisis se
empleard un ANOVA con P<0.05 de significancia con el paquete estadistico de R®
version 2.8.1. (2008).

Los datos de las variables del ensayo biologico fueron procesados a través de un
analisis de varianza y prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de
significancia de P<0.05 con el paquete estadistico de R® version 2.8.1. (2008).

Para la evaluacion nutricional y funcional se empleo un MANOVA (Apéndice I)
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6. RESULTADOS

6.1 Variables Agrondomicas en condiciones a campo abierto

6.1.1 Longitud, ancho y grosor

El andlisis de varianza exhibi6 diferencias significativas entre cultivares (Tabla VI),
para esta variable. Durante el estadio uno los valores mas altos se presentaron en la
variedad Copena y Villanueva, mientras las variedades Jalpa y Milpa Alta presentaron la
longitud menor (F=8.35, p=0.0014). Para el segundo estadio este comportamiento se
repitié para Copena y Villanueva pero la longitud menor fue del cultivar Jalpa (F=
13.35, P<0.01). En el ultimo estadio evaluado se observd que la variedad Villanueva y
Copena presentaron la mayor longitud mientras Jalpa y Milpa Alta presentaron el menor
valor, lo que demuestra diferencias en la tasa de crecimiento.

De acuerdo a la determinacion de la variable ancho de cladodio, la prueba de media
de Tukey (p=0.05) mostré dos grupos estadisticamente diferentes. Nuevamente la
Variedad Copena y Villanueva presentaron el mayor valor en la etapa uno mientras Jalpa
y Milpa alta el menor valor ( F=19.61, p=0.0001). En la segunda etapa de desarrollo se
encontrd un comportamiento similar entre cultivares (F= 58.11, p<0.001) al igual que en
el tercer estadio (F=16.97, p=0.001).

Para la variable de grosor los resultados muestran diferencia significativa entre
variedades. Para el primer estadio de desarrollo la variedad Copena mostr6 el mayor
grosor, en cambio la variedad Jalpa presentd el menor grosor (F= 13.74, p= 0.0001). En
la segunda etapa se observaron nuevamente diferencias significativas (F= 6.11, p=

0.005) entre cultivares. En el tercer estadio se observaron dos grupos con significancia
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estadistica por un lado Copena y Villanueva y por el otro Jalpa y Milpa Alta (F=10.32,
p<0.001).

6.1.2 Coeficiente longitud/ancho

En lo que respecta a esta variable se encontraron diferencias significativas entre
cultivares. La comparacion de medias mostré que el coeficiente fue mayor para la
variedad Jalpa, en el primer y segundo estadio mientras los demds cultivares fueron
iguales (p<0.01). En el tercer estadio se observé una modificacion en el comportamiento
de la variedad Milpa Alta siendo junto con Jalpa significativamente mayor a los otros

cultivares.

6.1.3 Peso fresco y seco

Al realizar la comparacion de medias para la variable peso seco, las variedades
Copena y Villanueva presentaron el mayor valor en peso fresco, en cambio Jalpa y
Milpa Alta presentaron el menor valor en los dos primeros estadios. En el tercer estadio
la variedad Copena presenta el mayor valor y Milpa Alta el menor peso fresco.

El andlisis de la variable peso seco mostr6 en la prueba de Tukey (P= 0.05) que el
mayor valor se presentd en las variedades Copena y Villanueva y el menor valor lo
presentaron los materiales Jalpa y Milpa Alta, en el estadio uno. En la segunda etapa la
variedad Copena presentd el mayor peso seco y Milpa Alta presentdé el menor. Se

observé el mismo comportamiento en el tercer estadio(F= 15.85, p=0.001).
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Tabla VI.

Variables agronémicas de Nopal bajo condiciones a campo abierto.

Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva
Variable El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3

Longitud (cm) 12,56 22.97°  34.82™ 1048°  1947°  31.63™ 1074 2042 3158 13.06° 22.06°  35.8"
Ancho (cm) 793 1393 1533 562" 9.62° 1296 644" 941°  1237° 793" 1320° 1624
CLA 158" 1.64° 227° 184 2.00° 244" 1.66° 217 255 1.64° 1.67° 2.17°
Grosor (mm) 0.63" 227 251 049  1.92° 207° 052 182 2190 057 204 250°
Pesofresco(z)  25.24°  349.18"  44839" 1930° 30537°  404.92° 19.71°  307.50° 364.39° 2537°  346.86°  444.57°
Peso seco(g) 248 37.19° 5179 1.90° 3329%  44.86° 1570 3148  38.11° 246" 35660 4644

E1=Estadio 1, E2=Estadio 2, E3= Estadio 3, CLA= Coeficiente longitud/ancho.* Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (Prueba de Tukey, 0.<0.05; n =5)
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6.1.4 Numero de brotes y rendimiento.

Para estas variables los datos presentaron dos grupos estadisticamente diferentes los
cultivares Copena y Villanueva con valores mayores en cuanto a nimero de brotes y
rendimiento, por otra parte las variedades Milpa Alta y Jalpa observaron menor cantidad

de brotes y por lo tanto menor rendimiento (Tabla VII).

Tabla VII

Numero de brotes y rendimiento de cuatro variedades de Nopal

Variedad No Rendimiento
Brotes t/ha
Copena 6.53" 41.4°
Jalpa 3.80° 32.8°
Milpa Alta 3.73 31.6°
Villanueva 6.46" 38.10°

* Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel (Prueba de Tukey a<0.05; n=5)

6.1.5. Firmeza y color

En la Tabla VIII se observd que los valores mas altos de firmeza del cladodio lo
presentd el cultivar Milpa Alta y fueron diferentes estadisticamente a los demads
cultivares en el estadio uno (F=7.67, p=0.002). En la segunda etapa se observo que la
variedad Milpa Alta presentd el mayor valor y fue significativamente diferente a
Villanueva, que presentd el menor valor (F=8.66, p= 0.001). Para el tercer estadio se
encontré diferencia significativa entre la variedad Milpa Alta y los demaés cultivares (F=
8.21, p=0.001).

Las variables relacionadas con el color no presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre estadios y cultivares.
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Tabla VIII

Variables de color y firmeza en diferentes estadios y variedades de Nopal

Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva
Variable El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2
L 4356 4203 4113 4377 4213 4214 4217 4312 4357 4335 4345
-a 15.53 1564 1476 1597 1507 1563 1586 1564 1514 1547 1547
+b 2493 2087 2019 2399 2347 2169 2565 2586 2287 2436 2554
Firmeza(kg) 226> 251" 228" 228> 239 233 2.50° 2.66° 3.52° 2.25° 2.25°

E1= Estadio 1, E2=Estadio 2, E3= Estadio 3,* Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, o <0.05; n=5).
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6.2 Variables quimicas

6.2.1 Acidez titulable (%), pH y so6lidos solubles (°Brix).
De acuerdo con el andlisis de varianza no se encontraron diferencias significativas

para estas variables (Tabla IX).

6.3 Variables Histologicas

6.3.1 Numero de vasos de xilema, area de vaso, grosor de pared de vaso, drea de
células de mucilago y densidad estomatica

La Tabla X muestra los valores de las variables histologicas. Se observo diferencias
significativas solo en la variable de area de células de mucilago (ACM). El cultivar

Copena present6 el area mayor, mientras los demas cultivares presentaron menor area.
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Tabla IX

Variables quimicas bajo condiciones de campo abierto en diferentes variedades de Nopal

Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva

Variable El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3

%Acidez 0.60 054 068 055 059 066 058 058 0.69 053 060 0.68

pH 426 4.18 426 428 422 436 412 412 423 403 434 431

°Brix 312 264 272 276 264 264 316 256 256 284 228 3.12

(n=35)

Tabla X
Variables histolégicas de cuatro cultivares de Nopal bajo condiciones de campo abierto
Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva

Variable E1l E2 E3 E1l E2 E3 E1l E2 E3 E1l E2 E3
NVX /mm’ 11 13.2 154 11.2 12.8 14.6 11.4 12.6 16.8 10.8 134 15.6
AV(um) 160.43 181.34 191.28 171.64 176.80 189.98 159.39 182.21 185.46 166.54 179.10 193.12
GPV (pm) 2.28 2.23 2.13 2.16 2.16 2.17 2.12 2.18 2.20 2.17 2.15 2.15
ACM(pm®)  327.59 3587° 6900 33345  1746" 4890  329.67 1746 4790" 332.89  1664°  4420"
DE 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8

E1= Estadio 1, E2=Estadio 2, E3= Estadio 3;* NVX= niimero de vasos de xilema, AV= darea de vaso, GPV= grosor de vaso, ACM= area de células de
mucilago, DE= densidad estomatica. Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, a <0.05; n=5).
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6.4 Variables agronomicas en condiciones de microtinel

6.4.1 Longitud, ancho y grosor

La tabla XI muestra las diferencias estadisticas para estas variables. De acuerdo con
la comparacion de medias para la variable longitud (Tabla XI), los materiales se ubican
en tres grupos estadisticamente diferentes (P<0.01); para el primer estadio la variedad
Jalpa presentd la mayor longitud, mientras Milpa Alta fue la variedad con menor valor
(F= 13.27, p=0.001). Durante el segundo estadio se siguen observando los mismos
patrones de crecimiento donde la variedad Jalpa present6 la mayor longitud y Milpa Alta
alcanzo el menor valor (F= 9.54, p=0.001). En el tercer estadio, Jalpa nuevamente
present6 la mayor longitud y Milpa Alta el menor valor de esta variable (F= 19.23, p<
0.001).

Se encontraron diferencia significativas entre cultivares para la variable ancho, la
comparacion de medias mostrd tres grupos estadisticamente diferentes en la primera
etapa de desarrollo presente mayor valor los materiales Copena y Villanueva, mientras la
variedad Jalpa presentd el menor valor. Para la segunda etapa de desarrollo se
observaron dos grupos estadisticamente diferentes: los cultivares Copena y Villanueva
con valores mayores y Jalpa y Milpa Alta con los menores valores (F= 13.19, p<0.01).
Mientras para el tercer estadio de desarrollo se observd el mismo comportamiento
estadistico, los cultivares Copena y Villanueva observaron los mayores valores y las
variedades Jalpa y Milpa Alta presentaron menor ancho (F=8.69, p<0.01).

Por otra parte, el material que alcanz6 el mayor grosor fue Copena, mientras Jalpa
present6 el valor mas bajo durante la primera etapa de desarrollo. En la segunda etapa y

tercera etapa todas las variedades fueron iguales.

6.4.2 Coeficiente longitud/ancho

En relacidon con esta variable relacionada con la morfologia propia de cada variedad
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se puede observar que bajo condiciones de microtinel la forma se acentia sobre todo en
la variedad Jalpa la cual expres6 un valor mayor en todos los estadios siendo
estadisticamente diferente (Tabla XI). El analisis de varianza presentd diferencias
significativas en el segundo estadio para el cultivar Copena y Villanueva que observaron
los menores valores. En el tercer estadio Copena, Milpa Alta y Villanueva fueron

estadisticamente iguales.

6.4.3 Peso fresco y seco

Las variables de peso fresco y peso seco definen la capacidad de la planta para la
absorcion de nutrientes y transformacion en estructuras. Los datos muestran para estas
variables diferencias significativas entre cultivares. La variedad Jalpa junto con. Copena
y Villanueva mostraron la mayor ganancia en estas variables en los tres estadios de
desarrollo bajo condiciones de cubierta en periodo invernal. Mientras la variedad Milpa

Alta presentd un menor valor.
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Tabla XI

Valores medios de variables agronémicas en cuatro cultivares de Nopal en condiciones de microtinel

Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva

Variable El E2 E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
Longitud (cm)  9.84™  18.87° 21.54°  3528*  8.61° 1645 28.67° 10.12° 19.65° 3130
Ancho (cm) 7.93* 1228 9.61° 12.86° 626"  9.03° 1224° 804 12.73* 15.11°
Grosor (cm) 0.57° 1.98 1.86 241  051® 1.80 236  0.52° 1.89 2.57
CLA 1.24° 1.53¢ 224* 274 137° 1.82° 224" 1.25° 1.54c  2.07°
Peso fresco (g) 2039  334.70° 344.14°  432.07° 18.88° 293.51° 369.64° 20.17" 349.54* 431.07°
Peso seco(g) 201" 36.80° 37.06  46.74°  1.81° 28.65° 37.24° 213  37.06° 47.65°

E1= Estadio 1, E2=Estadio 2, E3= Estadio 3, *Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, o <0.05; n=5).
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6.4.4 Numero de brotes y rendimiento

La tabla XII manifiesta la prueba de medias realizada, sefiala que existe diferencias
significativas en estas dos variables al producir en estas condiciones el mayor valor
promedio de niimero de brotes para los cultivares Copena, Jalpa y Villanueva, mientras
Milpa Alta presentdé menor numero de brotes. En cuanto al rendimiento para la variedad
Jalpa no se vio reflejado el nimero de brotes en este caracter, ya que presentd un menor
rendimiento con respecto a los otros materiales. El rendimiento presentd significancia
estadistica nuevamente formando dos grupos. Por un lado, las variedades Copena y
Villanueva con un promedio mayor y por el otro lado Jalpa y Milpa Alta con una media

menor, indicando la capacidad de aclimatacion entre variedades bajo estas condiciones.

Tabla XII
Valores promedio de nimero de brotes y rendimiento de Nopal en condiciones de
microtunel
Variedad No Rendimiento
Brotes t/ha
Copena 5.46" 35.4°
Jalpa 4.60° 25.6°
Milpa Alta  3.80° 20.2°
Villanueva  4.66° 24.8°

* Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, o <0.05; n=5).

6.4.5 Color y firmeza
La tabla XIII muestra diferencia significativa (p<0.05) en la variable firmeza para el

cultivar Jalpa en el tercer estadio y Milpa Alta en los tres estadios.
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6.5 Variables quimicas
6.5.1 Acidez titulable (%), pH y s6lidos solubles (°Brix)

La tabla XIV no muestra diferencia significativa entre cultivares para estas variables.

6.6 Variables Histologicas

6.6.1 Numero de vasos de xilema, area de vaso, grosor de pared de vaso, area de
células de mucilago y densidad estomatica

La tabla XV refleja que diferencias significativas para el segundo y tercer estadio, en
relacion a el ACM observando para Copena en un rango entre 53 y 35 % de diferencia

entre estadios.
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Tabla XIII

Valores promedio de variables de color y firmeza en Nopal bajo condiciones de microtine

Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva
Variable El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
L 4246 43.06 4224 42.87 4226 4218 43.18 4335 43.68 43.68 4568 4345
-a 1562 1564 1576 1594 1527 1566 1564 1586 1596 1568 1572 15.86
+b 2322 2153 2121 23.12 2190 2234 23.66 2435 2487 21.18 2024 2045
Firmeza (kg) 222° 226" 228" 230° 230" 240° 246° 244" 244* 231° 236> 226

E1= Estadio 1, E2=Estadio 2, E3= Estadio 3, *Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, a <0.05; n=5).
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Tabla XIV

Variables quimicas de cuatro variedades de Nopal bajo condiciones de microtunel

Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva
Variable El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
%Acidez 0.62 0.56 0.62 0.56 0.54 0.58 0.56 0.58 0.58 0.60 0.58 0.62
pH 4.05 4.12 4.10 4.19 4.23 4.18 4.07 4.15 4.16 4.20 4.22 4.18
°Brix 3.26 2.56 2.64 3.16 3.12 3.16 2.78 2.56 2.68 2.86 2.66 2.26
(n=5).
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Tabla XV

Variables histologicas de cuatro variedades de Nopal bajo condiciones de microtunel

Copena Jalpa Milpa Alta Villanueva
Variable El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
NVX /mm’ 11.6 1290 162 12.1 12.4 13.8 121 12.4 15.9 112 138 152
AV (um) 15437 17879 18871 183.55 178.67 180.64 167.44 179.31 187.36 14921 18621  188.5
GPV (um) 2.16 2.19 2.21 2.14 2.15 218 213 2.16 2.22 2.16 2.18 2.1
ACM( pm?) 321.62 3733"  6730° 32671 1636.7° 4769°  363.52 1884.1" 4592.5b 327.64 1671.5° 45922
DE 19.8 198 198 19.8 19.8 19.8  19.8 19.8 198 198 19.8 19.8

El= Estadio 1, E2=Estadio 2, E3= Estadio 3,* Letras diferentes indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, a <0.05; n=5).
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6.7 Variables nutrimentales y funcionales

El analisis de varianza multivariado (MANOVA) reflejo diferencias estadisticas
significativas (P<0.001) en contenidos medios de las variables: bromatolégicas,
minerales, fenolicos totales (Y14), flavonoides totales (Y15) y vitamina C (Y16) entre
estadios y cultivares (Apéndice I).

6.7.1 Variables bromatologicas

Los resultados bromatoldgicos reflejan diferencias entre condiciones (Figura 6) entre
condiciones y estadios (Figura 7) y entre condiciones y cultivares (Figura 8) . Para las
variables proteina (Y1) y fibra detergente neutra (Y4) se observaron los valores mayores
en condiciones a campo abierto (A1) y menores en microtinel (A2). En los tres estadios
(B1-3) las cuatro variables bromatologicas (Y1-4) fueron estadisticamente diferentes.
Ademas se observé que la variable Y1 y la variable Y3 tienden a disminuir durante el
desarrollo, mientras Y2 y Y4 tienden a incrementarse significativamente (Figura 7).

En la Figura 6 se sefiala la relacion entre el ambiente y los materiales. El contenido de
Y1 en donde se establecen dos grupos con significancia estadistica para ambos
ambientes. Por un lado, los cultivares C1 y C4 con valores mayores para Y1 y menores
para Y4 y por el otro los cultivares C2 y C3 con respuestas opuestas en estas variables
tanto en A1 como en A2. Destaca la variable Y2 con un comportamiento altamente
significativo entre variedades en Al. Donde las variedades C1 , C3 y C4 observaron los
valores mayores y C2 el menor contenido. Por el contrario en A2 se observo igualdad
estadistica entre C1, C2 y C3 con el menor contenido y con diferencia significativa para
C4 con la mayor concentracion promedio. La variable Y3 es estadisticamente igual en
Al y A2 pero muestra significancia entre variedades, el mayor contenido se observo en

C1, C4 y el menor valor lo presentaron C2 y C3.
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La Figura 9 manifiesta el comportamiento general de las cuatro variables (Y1-4) en

los tres estadios (B1-3) de los cuatro cultivares (C1-4).
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Figura 9. Relacion entre estadios (B) y cultivares (C) en O. ficus indica.

6.7.2 Minerales

En la Figura 10 se sefiala el contenido mineral bajo diferentes condiciones
ambientales. Donde el fosforo (Y5), azufre (Y6), potasio (Y8), hierro (Y9), magnesio
(Y10), manganeso (Y11), cobre (Y12), zinc (Y13) fueron estadisticamente iguales en

condiciones de campo abierto y microtunel, y el calcio (Y7) present6 un valor mayor en
Al.
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En las diferentes etapas de desarrollo se incremento significativamente las variables
fosforo (YS5), azufre (Y6) , calcio (Y7), potasio (Y8), hierro(Y9), magnesio (Y10),
manganeso (Y 11), por el contrario, el cobre (Y12) no presentd diferencia significativa y
el zinc (Y13) se incrementa significativamente en la ltima etapa de desarrollo (Figura

11).
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Figura 11. Minerales de O. ficus indica.bajo diferentes etapas de desarrollo(B).
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En la Figura 12 se observa la interaccion de los minerales y las variedades. La variable
fosforo (Y5) es estadisticamente igual en todos los materiales. Para la variable azufre
(Y6) se aprecio que los cultivares C1, C2 y C3 son estadisticamente diferentes a C4, al
presentar este ultimo el mayor contenido. En la variable potasio (Y8) se observo un
comportamiento significativo presentando el mayor contenido las variedades C1 y C4
seguido por C3 y con el menor valor C2. En esta misma Figura se muestra el
comportamiento de la variable hierro (Y9) encontrando diferencia significativa entre C1
y C4 y para C2 y C3 se reportd que la concentracion es estadisticamente igual. Ademas
se destaca para la variable magnesio (Y10) significancia estadistica representando el
menor valor C1 y el mayor contenido C4 y para C2 y C3 una concentracion media y
estadisticamente igual. Para la variable manganeso (Y11) el comportamiento es
estadisticamente significativo el menor contenido lo represent6 C1 y el mayor valor C4,
ademas C2 y C3 presentaron valores promedio diferentes significativamente. La variable
cobre (Y12) no observo diferencias significativas. Y para la variable zinc (Y 13) resaltan
dos grupos estadisticos significativos C1 y C4 con las mayores concentraciones y C2 y

C3 con los menores valores.

70



ca

c1

L

ca

71

ficus indica.

at .|i|| LE RN
e | = — -3
m
“.....M " LI 2 FEREEE R EE sRea 5] ﬁ
- >
S
I ERaEReE, et Lo
o
[ AR ENL N E LN
W (. S I : _ : _
I I h.,__,m H.,__,._ .,_u_;,. s € S =
00003 0000F  ODOOZ o i s tuicld
rdd tdd
* - - [ -
PR AREE  RER R ke | u
- L[] L[] L
S —— wnas |- |
L o
.
T
* - - - -
R AEEE BRREPR " oRbe - ..r._..
L1l 22 - HERFE -— . . . *
M T T T T T T
1 1 1 1 1 1 T T . g ; ' £ .
men - ow oo 0B 0 03 G OF O
itnd

o tudd

[T T LN Tl EEE SEE [ e Gla bl R

c4

E BEES  BRREp ¥ LTI

C3

Lok ]

]

wE REEE BREE LT _n.._
FEEEE  FERRREEAEE srranas (- L 1
T T T T 1 T T T T T T T T T T
50 o+ oo oo 00005 DOOOF  OO0OE  DOOOZ % OF % (£ S &
o, widd wuidd
L]

Figura 12. Interaccion de los minerales (Y5-Y13) en los diferentes cultivares (C) de O.



La MANOVA destaca la interaccion entre estadios y variedades en la Figura 13 en
particular la variable Y7 y Y11 porque su concentracion no se incremento entre B2 y B3
en la variedad Milpa Alta. Este mismo comportamiento se observé para Jalpa entre Bl y
B2. Por otra parte la variable Y12 es 28% mas en B1 que B3, el Cu es un elemento que
participa en el crecimiento de la planta y un exceso lleva a presentar un efecto negativo

en él.
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Figura 13. Interaccion en el contenido de minerales entre estadios (B) y Cultivares (C)

de O. ficus indica.

6.7.3 Fendlicos totales , Flavonoides totales y vitamina C .

En la Figura 14 se observa en general diferencias significativas en la concentracion
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de Y14, Y15 y Y16 entre ambientes, con un valor menor de la concentracién en A2 y
Y16 es estadisticamente igual. Se observa en la Figura 15 el contenido promedio de las
tres variables en general en los tres estadios de desarrollo, y se observa significancia
estadistica en B1 y B2 para Y14 y Y15, para Y16 no mostro6 significancia estadistica en
ningun estadio. En la Figura 16 se sefiala que la concentracion promedio de Y14 y Y15
es significativamente mayor en B2 y se conserva estadisticamente igual en B3 en Al,
también se observo que bajo condiciones de A2 estas dos variables son estadisticamente
iguales. Con respecto al contenido de Y16 se reporta que es estadisticamente igual entre

ambientes y estadios de desarrollo.
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En la Figura 17, la MANOVA manifiesta diferencias significativas entre cultivares.
Para la variable fendlicos totales (Y14) todos los cultivares fueron significativamente
diferentes. La variable flavonoides totales (Y 15) observé diferencias significativas entre
C1 y C4 y fueron estadisticamente iguales los cultivares C2 y C3. En esta misma figura
también se puede observar dos grupos estadisticamente diferentes C4 y C1, C2 C3.

Ademas en esta misma figura se puede observar que el dato més alto promedio lo
presentan las variedades C1 y C4 en las variables Y14 y Y15 y el valor medio lo
present6 C2 y fue igual en ambos ambientes, mientras el menor contenido lo presentd
C3 en ambos ambientes. Esta misma figura destaca para la variable Y16 el material C4
con el mayor valor y C1, C2 y C3 con los menores valores promedios y estadisticamente

iguales.
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79



Y14 Y15 Y16

- e o B 1 |
= ur ==
[ ]
= -
< 3 A
J - “'.51:, E—- L]
=i =g
C g =
h:_ “-‘1.
E— B ™ - -
4

Figura 18. Interaccion en el contenido de compuestos antioxidantes entre ambientes (A1-2) y variedades (C1-4) para O.

ficus indica.
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En la Figura 18, el A2 se observa diferencias significativas para la variable fendlicos
totales (Y14) entre tres grupos, el primer grupo Cl y C4 presentaron los valores
mayores, mientras C2 manifest6 el valor medio y C3 el menor valor. El contenido de
flavonoides totales (Y15) fue igual entre C2 y C3 y estadisticamente diferente entre C1 y
C2, C3, C4. También se reporta diferencias estadisticas para la concentracion de
vitamina C (Y 16) entre materiales, C4 destaca con la mayor concentracion, mientras C1,
C2 y C3 son estadisticamente iguales.

La interaccion entre estadios y materiales se observa en la Figura 19. Para la variable
fenolicos totales (Y 14) los cultivares C1 y C4 se comportaron estadisticamente iguales
en los tres estadios y reportaron los valores mas altos, mientras C2 y C3 observaron los
valores menores, para el primer estadio se reportd diferencia entre estos cultivares,

mientras el segundo y tercer estadio fueron iguales.
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La variable flavonoides totales (Y15) observa un comportamiento estadisticamente
significativo entre diferentes etapas de desarrollo y cultivares. Las variedades C1 y C4
son iguales entre si en Bl y manifestaron el mayor valor mientras, C2 y C3 observaron
el menor contenido y ausencia de significancia entre si. En B2 y B3 se sefala diferencia
significativa entre C1 y C4 con el valor mayor para C4 seguido de C1, mientras C2 y C3
presentaron el menor contenido.

Esta misma Figura explica la interaccion de la variable vitamina C (Y16) con
marcada diferencia estadistica entre dos grupos. El cultivar C4 presentd el mayor valor
promedio y C1, C2 y C3 observaron el menor valor y fueron estadisticamente iguales en

las tres etapas de desarrollo.

6.7.4 Extracto de acetato de etilo
El contenido de acetato de etilo fue significativamente mayor en el cultivar Copena
en los tres estadios de desarrollo (Tabla XVI). Los cultivares Jalpa y Milpa Alta

presentaron significancia (p=< 0.05) en el tercer estadio de desarrollo.

Tabla XVI

Extracto de acetato de etilo (mg/g peso seco)

Estadios
Variedad El E2 E3
Copena 29.24* 33.45° 25.32°
Jalpa 22.67° 25.35° 24.21°
Milpa Alta 23.10° 26.67° 24.22°
Villanueva 24.43 22.34° 17.23

El= Estadio 1, E2=Estadio 2, E3= Estadio 3,* Letras diferentes indican diferencias significativas
(Prueba de Tukey, a <0.05; n=5).

83



6.8 Pectinas y Mucilago

6.8.1 Pectinas

Para las variables pectinas solubles al agua (PSA), pectinas solubles al oxalato (PSO)
y pectinas totales (PT) se encontraron diferencias significativas (P<0.001) entre
cultivares.

La Figura 20 refleja la diferencia significativa en el contenido de pectinas entre
variedades de nopal en el primer estadio de desarrollo. En lo que respecta a la variable
PSA se observaron que todos los cultivares fueron estadisticamente diferentes (F= 46.53,
p<0.001). La variedad Copena presentd el mayor valor de PSA seguido por Villanueva,
Jalpa y Milpa Alta. El contenido de PSO presenta un comportamiento sobresaliente en la
variedad Villanueva (F= 26.5, p<0.001) mientras la variedad Copena Milpa Altay Jalpa
observaron los menores valores y fueron estadisticamente iguales entre si. En relacion a
las pectinas totales los resultados observados presentaron diferencia significativas en

todos materiales(F=82.97, p<0.001) .
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Figura 20. Contenido en % de pectinas solubles al agua (PSA), pectinas solubles al

oxalato (PSO) y pectinas totales (PT) de 4 variedades de Nopal en el Estadio I.

Durante el segundo estadio en el andlisis de varianza y prueba de medias (Tukey=
0.05) se observaron diferencias significativas entre variedades para PSA 'y PT no asi para
PSO donde todos los cultivares fueron iguales (Figura 21). El valor mayor de PSA fue
para la variedad Copena, mientras Jalpa, Villanueva y Milpa Alta fueron
estadisticamente iguales. La variable PT fue mayor en Copena, seguida de Villanueva y

en otro grupo estadistico se encontrdé Jalpa y Milpa Alta (F= 66.35, p<0.001).
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Figura 21. Contenido de pectinas solubles al agua (PSA), pectinas solubles al oxalato

(PSO) y pectinas totales (PT) de 4 variedades de Nopal en el Estadio II.

Para el tercer estadio se observd un mayor contenido de PSA y PT en la variedad
Copena VI (Figura 22). La variable PSO presentd un mayor valor en la variedad
Villanueva, seguida por Copena Milpa Alta y Jalpa presentando diferencias
significativas (F= 5.97, p<0.01). El valor de PT fue mayor en tres materiales: Copena,
Villanueva y Milpa Alta, mientras que Jalpa observo el menor contenido (F= 21.96,

p<0.01).
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Figura 22. Contenido en % de pectinas solubles al agua (PSA), pectinas solubles al

oxalato (PSO) y pectinas totales (PT) de 4 variedades de Nopal en el Estadio III.

6.8.2 Mucilago

El andlisis de varianza no mostré diferencias significativas en el contenido de
azlcares neutros entre estadios, sin embargo se observo diferencia significativa
(P=<0.01) entre variedades. El contenido de azucares se muestra en la Figura 23 y esta
representado por: glucosa, ramnosa, xilosa, arabinosa galactosa y en menor cantidad

manosa. La fructuosa se observd en Milpa Alta.
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La Figura 24 muestra el contenido de acidos urdnicos y azucares presente en la
variedad Copena con un contenido de 4acidos uronicos (Ac.Uron) de 61.5%, 2% ramnosa
(Rmn), 5% de arabinosa (Ara), 7.5% de galactosa (Gal), 2.4% de glucosa (Glu) y 3% de
xilosa(Xil).

Para la variedad Jalpa los resultados muestran (Figura 25) el contenido en acido
galacturénico (Ac. Uron) fue de 50%, con respecto a los azucares se encontrd 2% de

ramnosa (Rmn), 4.2% de arabinosa (Ara), 8.5% de galactosa (Gal), 1% de glucosa (Glu)
y 2.5% de xilosa (Xil).

% Carbohidratos
10 20 30 40 50
|

Ac. Uron Rmn Ara Gal Glu Xil

0
I

Figura 24. Contenido de carbohidratos en el mucilago de la variedad Copena VI.
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Figura 25. Contenido de carbohidratos en el mucilago de la variedad Jalpa .

La variedad Milpa Alta presentd un 58% de 4cidos uroénicos, 2% de ramnosa, 3.5% de

arabinosa, 5.3% de galactosa 1% de glucosa y 2.8% de xilosa (Figura 26).
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Figura 26. Contenido de carbohidratos en el mucilago de la variedad Milpa Alta.

En la variedad Villanueva (Figura 27) se observd el menor contenido de écido
galacturonico con un 45%, mientras sobresale en el contenido de galactosa con 9.1%,

seguido de arabinosa,, ramnosa y xilosa con 5, 2 y 2% respectivamente. Por otro lado
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solo se observaron rastras de glucosa asociada al mucilago.
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Figura 27. Contenido de carbohidratos en el mucilago de la variedad Villanueva

Xil
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6.9 Ensayo enzimatico

La tabla XVII muestra el efecto de inhibicion de la o- amilasa de los extractos

flavonoicos y triterpénicos.

Tabla XVII

Efecto inhibitorio de fitoquimicos sobre la a-amilasa y a-glucosidasa

Muestra Concentracion inhibitoria (ICsp)
o- amilasa a- glucosidasa
Acarbosa 13.9+0.43 7.18+0.15

Flavonoides 13.2+0.43 5.65+0.53

Extracto F3 2.85+0.66 2.68+0.45

El valor ICsy representa el 50 % de inhibicién de la actividad de las enzimas a-

amilasa y a-glucosidasa
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Se evaluo el efecto inhibitorio in Vitro en tres concentraciones por fitoquimicos. La
acarbosa presenta un efecto inhibitorio mayor que los flavonoides y estos a su vez

muestran un gran efecto inhibitorio comparado con los triterpenos.

6.10 Aplicacion de yodo.

6.10.1 Variables de rendimiento y crecimiento

La Tabla XVIII contiene los datos de las variables numero de brotes, rendimiento,
longitud, ancho, grosor, peso fresco y peso seco.

Para las variables nimero de brotes y rendimiento no se observd respuesta a los
tratamiento en ninguno de los tres muestreos.

El andlisis de varianza para las variables de crecimiento como longitud, ancho y
grosor indico la inexistencia del efecto de aplicacion de yodo.

En cuanto al peso fresco y seco de los cladodios se registré una disminucion en el

tercer muestreo en los todos los tratamientos.

6.10.2 Variables de Calidad

La Tabla XIX muestra las variables relacionadas con la calidad del cladodio: color,
pH, s6lidos solubles totales (°Brix), firmeza.

El andlisis de varianza para observar el efecto de yodo en la calidad del cladodio no
detectd diferencia significativa en el color de los cladodios entre los tratamientos. Sin
embargo para la variable de pH si mostr6 diferencia significativa en el primer muestreo,
en los dos siguientes muestreos no se observéd diferencia. Para la variables solidos
solubles totales se observaron valores desde 1.62 a 1.70 no se encontrd diferencia
significativa. Para firmeza de cladodio los valores reportan igualdad estadistica (P=
0.05) el testigo presentd el menor promedio (2.37), mientras el tratamiento de yodato

genero el mayor valor (2.60).

6.10.3 Variables bromatoldgicas, contenido de vitamina C y quercetina.

El anélisis de las variables bromatologicas (Tabla XX) sefiala el % de nitrogeno en
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dos muestras con valores medios significativos (P<0.05), sin embargo en el tercer
muestreo no alcanzé significancia. Para las demds variables se observo que los
tratamientos fueron estadisticamente iguales (P<0.05).

El contenido de vitamina C fue altamente significativo (P<0.001) en los tratamientos
con yodo (Figura 28). El increment6 fue de hasta un 45% con los tratamientos a una
concentracion de 1.29 10 mg.

Con respecto al contenido de quercetina se observd diferencia significativa (P< 0.05)

en el tratamiento de yodato (Tabla XXI).
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Tabla XVIII

Variables de rendimiento y crecimiento Opuntia ficus indica var Copena VI bajo los tratamientos con KIO3 y KI

Variable Muestral Muestra 2 Muestra 3
Testigo KIO; KI Testigo KIO; KI Testigo KIO; KI
# Brotes 3.60 3.60 3.80 4.20 4.40 4.00 4.40 4.20 3.80
Rendimiento 7.70 7.61 9.09 7.47 7.46 8.46 7.47 7.33 8.10
(kgm?)

Longitud(cm) 18.24 19.20 17.80 21.02 20.60 20.02 22.96 19.10 19.7
Ancho(cm) 12.70 13.20 12.02 11.56 11.48 11.27 10.70 9.54 9.74
Grosor (mm) 2.07 1.93 1.83 1.14 1.18 1.11 1.06 1.00 1.02
Peso Fresco(g) 316.38 333.48 275.98 177.36 163.12 151.46 173.02° 106.06" 115.88°
Peso seco (g) 7.04 7.16 7.46 7.52 7.78 7.16 7.88" 5.09° 5.38°

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05; n=5).
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Tabla XIX

Variables de calidad en O. ficus-indica var Copena V1 con aplicaciones de KIO; y KI.

Variable Muestral Muestra 2 Muestra 3
Testigo KIOs KI Testigo KIOs KI Testigo KIO; KI

L 45.62 44.68 43.71 45.04 45.11 43.81 44.15 44.44 44.29
-a 15.64 15.86 15.46 15.44 15.31 15.09 14.89 15.62 15.47
+b 23.06 23.62 22.45 23.65 23.08 23.29 27.78 21.87 22.02
pH 428" 443° 433 4.35 4.46 438 4.49 4.47 435
°Brix 1.62 1.66 1.70 1.68 1.68 1.66 1.72 1.64 1.68
Firmeza(kg) 2.39 2.77 2.44 2.33 2.52 2.47 2.40 2.52 2.49

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05; n=5). (—a, +b coordenadas de color).
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Tabla XX

Variables bromatologicas y contenido de Vitamina C en cladodios de O. ficus indica var. Copena VI, bajo tratamiento con

KIO; y KI.
Variable Muestral Muestra 2 Muestra 3
Testigo KIO; KI Testigo KIO; KI Testigo KIO; KI

%Materia organica 63.16 68.93 66.87 71.60 70.30 69.10 68.20 81.00 77.70
%Extracto etéreo 2.40 2.38 1.94 1.61 1.40 1.50 2.10 2.87 2.04
%~Fibra cruda 11.88 11.56 11.36 11.59 10.62 10.69 12.87 15.40 11.61
% Nitrogeno 1.79° 2.15° 1.94% 2.14° 1.72° 2.03% 1.88 1.97 221
%Cenizas 28.58 25.00 27.20 25.20 22.61 2091 239 20.68 24.12
Vitamina C (mg/100g) 19.70° 35.90° 35.90° 17.50° 37.60" 37.60° 20.80° 37.40°  39.10°

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05; n=5);* significativa
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Figura 28. Contenido de vitamina C bajo los tratamientos con yodo en O. ficus indica

var. Copena VL.

Tabla XXI

Contenido de quercetina bajo tratamiento con yodo

Tratamiento Muestral Muestra 2 Muestra 3
Testigo 22.32° 23.25" 26.30°
KIO; 42.00° 47.33" 39.00°
KI 23.17° 24.21° 27.07°

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05; n=5).

6.10.4 Minerales
En el analisis de varianza de la Tabla XXII correspondiente al contenido de minerales

se aprecia que los tratamientos representados por la aplicacion de yodo ejercieron efecto
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muy selectivo en ciertos minerales.

El yodato ejercio efecto significativo en el contenido de P y Fe en la primera muestra,
K en la segunda muestra, y en la tercera se acompafio del testigo con una mejor
asimilacion de este elemento. El magnesio fue significativo en el primer y segundo
muestreo (P<0.05).

El yoduro ejercié un efecto significativo (P<0.05) en el contenido de Cu'y Mn en el

primer muestreo.
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Tabla XXII

Contenido de minerales en 3 muestreos de cladodios de Opuntia ficus-indica var. Copena VI con aplicaciones de yodo por

fertirriego

Variable Muestral Muestra 2 Muestra 3

Testigo KIO; KI Testigo KIO; KI Testigo KIO; KI
S(%) 0.30 0.19 0.16 0.14 0.17 0.30 0.16 0.16 0.12
P(%) 0.16° 0.26" 0.20° 0.25 0.15 0.19 0.26 0.27 0.12
Zn(ppm) 47.00 39.40 38.20 28.80 34.20 38.60 37.80 41.80 34.00
Cu(ppm) 0.86" 0.84° 1.02° 1.10 1.10 1.20 1.00 1.54 0.96
Fe(ppm) 36.20° 50.00° 4520 48.40 54.60 44.00 38.80 37.20 29.80
Mn(ppm) 22.60° 30.60° 32.80° 17.8 14.6 13.8 17.60 13.60 13.80
Mg(ppm) 890° 1402° 760" 862° 1760 630° 728 592 468
K(ppm) 22.80 24.20 19.60 23.20° 46.8° 17.00° 27.80° 25.80° 19.60°
Ca(ppm) 1456 1208 908 1616 1142 816 2270 1784 1370

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05; n=5);* significativa ;
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6.10.5 Caracterizacion histologica

El andlisis de varianza mostro diferencias significativas para la variable nimero de
vasos de xilema (Figura 29), para el tratamiento con yodato, ademés de un incremento
en el area de idioblastos (Figura 30), y densidad de drusas en ambos tratamientos con

yodo, no asi para las demaés variables (Tabla XXIII).

Tabla XXIII
Variables histologicas de Opuntia ficus-indica var. Copena VI de cuatro semanas de
desarrollo.
Variable Testigo KIO3 KI
DE (mm®) 10 10 10
LE (um) 29.18 37.34 36.4
ND (mm-?) 40.60 ° 68.00° 72.60°
NV/HV 10.00° 17.60 11.40°
AV(um?) 306.92 466.45 230.60
GPV(um) 2.40 2.81 2.54
ACM(um?) 946.35 " 1222.32° 1512.76

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05; n=5);* significativa ; DE=

diametro de estoma; LE= longitud de estoma; ND= ntimero de drusas; NV/HV= nimero de vasos/haces

vasculares; AV= area de vaso; GPV= grosor de la pared de vaso; ACM= area de células del mucilago.

Figura 29. Observacion de vasos del xilema en cladodios de Opuntia ficus- indica
bajo los tratamientos A= Testigo, B= lodato, C=Ioduro con objetivo de 40X. La barra

equivale a 100uM.
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Figura 30. Cortes transversales de Opuntia ficus- indica tomados con objetivo de
10X, mostrando la matriz mucilaginosa (flecha) en los diferentes tratamientos:

A=Testigo, B= lodato, C=Ioduro. La barra representa 1000 uM.

6.10 Validacion de la actividad biologica

En las primeras tres graficas (Figuras 31-33) se observa que no hubo efecto de los
compuestos en las ratas sanas.

La curva de tolerancia a la glucosa (CTG) presenta un comportamiento significativo
con el control negativo (p<0.05), donde solo se administrd6 una solucion salina

fisiologica, los demés tratamientos no presentan significancia estadistica.
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Figura 31. CTG de ratas sanas en el dia 1 posteriores a la administracion de

compuestos de nopal.
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Figura 32. CTG de ratas sanas en el tercer dia de administraciéon de compuestos de

Nopal
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Figura 33. 3era glucemia de ratas sanas en el quinto dia de administracion de

compuestos de Nopal
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Figura 34. lera CTG de ratas diabéticas en el séptimo dia de administracion de

compuestos de Nopal.
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Figura 35 2da CTG de ratas diabéticas en el noveno dia de administracion de
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En la Figura 34, se observa el efecto de los compuestos de nopal en la Curva de
tolerancia a la glucosa donde fue significativa en relacion al control diabético con
administracion de solucidon salina isotonica. Los 4 tratamientos no muestran
significancia estadistica.

Al quinto dia la CTG muestra diferencias estadisticas en relacion con el tratamiento
de triterpenos, este no controla ya la hiperglucemia en ratas diabéticas (Figura 35).

La Figura 36 muestra al onceavo dia posteriores a la administracion de los
compuestos. Se observa un incremento significativo (p<0.05)en la glucemia de la

fraccion de acetato de etilo.
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7. DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos para las variables relacionadas con el
crecimiento las variedades Copena y Villanueva presentaron los mayores valores
promedio seguidos por Jalpa y con los valores promedio mas bajos Milpa Alta en cielo
abierto. De acuerdo con Valdez et al., (2003) las variedades Copena y Villanueva
presentan mejor capacidad de respuesta a las condiciones ambientales. Se deduce que la
disminucion en el crecimiento y engrosamiento del cultivar Milpa Alta puede ser el
resultado del efecto de un potencial hidrico menor en el 4rea de estudio, contrario a las
condiciones de alta humedad y precipitacion media anual del lugar de origen (Rodriguez
and Lopez, 2006, Camacho et al, 2007). Aguilar (1991) menciona la disminucion del
crecimiento y el engrosamiento del cladodio bajo condiciones de sequia. Por otro lado,
se confirma lo observado por Zuiiiga-Tarango, et al., (2009) para la variedad Jalpa en el
desarrollo favorable en condiciones de cubierta.

Una caracteristica que es importante resaltar es el coeficiente longitud/ancho (CLA)
entre los cultivares. Este caracter esta relacionado con los criterios para la clasificacion y
separacion taxonOmica entre especies del género Opuntia, que hasta el momento se
definen como morfoespecies (Del Castillo, 1999) y coincide parcialmente con la
evaluacion realizada por Valdéz y Blanco (1999) en las variedades Copena, Villanueva y
Jalpa formando grupos diferentes. En este trabajo la elongacion de tallo y por lo tanto la
variable CLA se acentua para Jalpa en condiciones de microtiinel posiblemente en
respuesta a las condiciones de luz (Valladares et al., 2007).

El incremento de biomasa en tres variedades: Copena, Jalpa y Villanueva fue
consistente durante el desarrollo, no asi para Milpa Alta que observd una menor
acumulacion. Al respecto el peso fresco y seco en todas las variedades fue menor al

reportado por Murillo-Amador et al., (1999) bajo diferentes dosis de estiércol.
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Con respecto al rendimiento los resultados fueron mayores a los reportados obtenidos
por Valdez, et al., (2003), al evaluar tres variedades de nopal (Copena VI, Jalpa y
Villanueva) y menor a lo reportado por Zuiiga-Tarango ef al., (2009) para Jalpa. Flores-
Mendiola ef al., (2012) sefiala valores menores para Villanueva. Mientras Camarillo y
Grajeda (1979) y Blanco et al., (1999) confirman una disminucién en la produccion en
la época invernal y bajo condiciones de cubierta en diferentes variedades. Nobel (1988)
menciona una disminucion de la toma de CO, hasta en un 40% a temperatura de 5° C, lo
que explica un menor rendimiento para todos los cultivares.

La variacion de estos pardmetros estan relacionados con la capacidad de respuesta por
parte de la planta a los factores abidticos presentes, modificando en cierta medida, los
patrones de crecimiento caracteristicos de cada cultivar en sus zonas de origen.

Al respecto se ha documentado que el potencial hidrico, caracteristicas del suelo,
temperatura y radiacion son los factores que determinan la respuesta (Nobel and
Hartsock 1984; Camacho et al., 2007), ademas, en los sistemas de cultivo intensivos la
edad de la planta madre, la densidad de plantacion, la estacion, el tipo y calidad de la
fertilizacion influyen en el crecimiento (Ruiz-Espinoza et al., 2008; Rios and Quintana,
2004; Zuiiiga-Tarango et al., 2009; Flores-Mendiola et al., 2012).

Los datos experimentales relacionados con la calidad y preferencia del consumidor
muestran en general datos homogéneos en los tres estadios de desarrollo y en las cuatro
variedades y condiciones, por lo cual se difiere a lo sefialado por Lopez-Palacios et al.,
(2010) quienes reportaron cambios con la edad y la especie. Para George et al., (2004)
los pardmetros relacionados con alta calidad presentan valores para luminosidad de 43,
un croma de 30 y un dngulo de 114°, al comparar los resultados aqui presentados, solo la
variable luminosidad se encuentra cerca de este valor. Por otro lado, Aguilar-Sanchez et
al., (2007) mencionan valores promedio menores para Jalpa y Villanueva y mayores para
Milpa Alta. Por otro lado, Robles-Ozuna et al., (2007) reportaron valores menores para
este parametro para Copena VI.

Para la variable color se encontr6 una diferencia menor para el croma y luminosidad
en Milpa Alta lo cual puede estar relacionado con una disminucion de fotosintesis El

color estd relacionado con el contenido de clorofila y tasa fotosintética y a decir de
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algunos autores se modifica con la edad del cladodio (Ladygin et al., 2004; Gibson and
Nobel 1986; Lopez-Palacios et al., 2010).

Los datos obtenidos para la variable firmeza definié diferencias entre cultivares, no
asi para estadios y condiciones. El cultivar Jalpa, Milpa Alta y Villanueva presentaron
valores promedio mayores a los reportados por Aguilar-Sanchez et al., (2007). Para
Milpa Alta permite corroborar lo mencionado por Betantancourt-Dominguez et al.,
(2006) al documentar que la firmeza es un atributo relacionado con la lignificacion de la
pared celular y el contenido de drusas, ademas la presencia de un déficit hidrico aumenta
el valor de este atributo (Gibson y Nobel, 1986; Rodriguez-Félix and Villegas-Ochoa
1997), por el contrario otros autores lo asocian con un bajo contenido de fibra cruda, no
observado en esta variedad (Garcia and Pefia , 1995; Guevara et al., 2003).

Se encontrd para los cultivares Jalpa, Milpa Alta y Villanueva, valores promedios
mayores de acidez titulable a los reportados por Aguilar-Sanchez (2007) en cambio para
Milpa Alta se observaron valores menores a lo reportado por estos autores. Copena
observé un valor promedio menor a lo reportado por Robles-Ozuna (2007). La acidez
titulable es un parametro que mide el contenido de &cidos organicos y esta relacionado
con el patron de asimilacion de CO, y reacciones fotosintéticas en plantas con
metabolismo CAM (Franco-Salazar and Véliz, 2008) y presenta valores entre 0.7 a
0.94% ademas es un atributo que define la preferencia del consumidor (Cantwell et al.,
1992; Aguilar-Sanchez et al., 2007). Algunos autores sefialan que este parametro
presenta un patron de acidez fluctuante durante el dia al presentar un Metabolismo Acido
Crasulaceo (CAM) en pencas de tamaio comercial (Rodriguez-Félix and Cantwell,
1988) ademas es afectado por la densidad de plantacion (Nobel and Bobich, 2002;
Flores-Mendiola et al., 2012) por la especie (Aguilar-Sanchez et al., 2007) por la edad
del cladodio (Betancourt-Dominguez et al., 2006), en cambio Franco-Salazar y Véliz
(2008) mencionan un valor no significativo entre los cladodios apicales y significativo
para cladodios basales sometidos a salinidad, lo que lo relaciona mas bien con el estatus
hidrico de la planta.

Para la variable pH no se observaron diferencias significativas entre edades y

cultivares y condiciones; en contraste con lo reportado por Betancourt-Dominguez et al.,
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(2006) quienes encontraron diferencias entre cultivares y edades. Ademas se observaron
valores mayores de pH en tanto que para Jalpa y Villanueva, en cambio para Milpa Alta
los valores coinciden a los reportados por Aguilar-Sanchez et al., (2007). Para Copena,
Robles-Ozuna (2007) reportd valores menores de pH. En tanto que Lopez-Palacios et
al., (2010) observaron diferencias en tres especies y valores constantes en las diferentes
edades evaluadas en Opuntia robusta. Como se puede observar la edad del cladodio, la
especie y el cultivar expresan comportamientos unicos ante las variaciones ambientales
(Camarillo and Grajeda, 1979; Robles-Contreras, 1986). Ante esta amplia diversidad de
respuesta es necesario enfocar la atencion en la capacidad de aclimatacion en plantas con
metabolismo Metabolismo Acido Crasulaceo (CAM). Dentro de esta marco, el estatus
hidrico es decisivo para una respuesta que permita la aclimataciéon bajo condiciones
cambiantes. Pimienta-Barrios et al., (2005) mencionan que bajo condiciones de riego,
los cladodios juveniles de plantas CAM observan un incremento de pH por presentar un
metabolismo Cs, a su vez el estado hidrico modifica los patrones hormonales (Nieddu et
al., 1997).

Los solidos solubles totales (° Brix) fueron mas altos a los reportados por Robles-
Ozuna (2007) para el cultivar Copena y menores a los reportados por Aguilar-Sanchez et
al., (2007) para Jalpa, Milpa Alta y Villanueva. Segin Flores-Mendiola et al., (2012), un
cociente entre “Brix/acidez titulable mayor a 1 es sensorialmente mejor aceptado, este es
un criterio que se cumple en el presente analisis. El conjunto de atributos acidez
titulable, s6lidos solubles y pH relacionados a la calidad y preferencia del consumidor
varia regionalmente y depende de los factores culturales.

Para las caracteristicas histologicas evaluadas en relacion con los haces vasculares se
confirma lo expresado por Pimienta-Barrios, ef al., (2003) y Arnold y Mauseth (1999)
quienes sefalan la estabilidad de los patrones morfoldgicos en el nopal.

En cambio la variable area de célula del mucilago esta fuertemente relacionada con la
cantidad de mucilago obtenido para la variedad Copena. Es interesante observar que a
medida que se desarrolla el idioblasto se incrementa la distancia entre éstas células.
Existe mas abundancia cerca del meristemo apical. El crecimiento de los idioblastos esta

relacionada con el grado de actividad de los cuerpos de Golgi ya que dilatan la cisterna y

109



las vesiculas de almacenamiento-actividad de los cuerpos de éstos (Trachtenberg and
Fhan, 1981).

La densidad estomatica se encuentra dentro de los valores encontrados para el género
Opuntia spp. por Pimienta-Barrios et al., (1993) con rangos muy amplios. Estos autores
mencionan diferencias entre plantas de campo y cultivares comerciales, observando
menor tamafo de estomas para éstos ultimos.

De las variables bromatoldgicas, el contenido de proteina fue bajo y tiende a
disminuir con la edad, varia entre cultivares, y se acumula en mayor cantidad bajo
condiciones de cielo abierto. Los porcentajes mas bajos de contenido observados en los
cultivares Jalpa y Milpa Alta son el resultado de la capacidad de respuesta a los cambios
ambientales. El contenido de proteina estd relacionado con factores abidticos como
disponibilidad de agua el cual al presentar un déficit hidrico limita el transporte de N
hacia los cladodios hijos con una consecuente baja de la actividad metabdlica, de la
misma forma la temperatura produce un déficit hidrico en los cladodios jovenes al
mantener los estomas abiertos por presentar metabolismo C; en esta etapa; los periodos
de luz son mayores en las estaciones primavera-verano aumentando la Radiacion
Fotosintética Activa (PAR) y por lo tanto aumenta la tasa fotosintética y metabdlica, la
salinidad o acidez en el suelo afecta también la toma de nutrientes (Nobel, 1983; Nobel
and Hartsock, 1983; Pimienta-Barrios et al., 2005; Franco-Salazar and Véliz, 2008).

El contenido de materia organica se incrementa con la edad, cultivares y condiciones.
Se reporta igual para las variedades Copena, Milpa Alta y Villanueva, mientras para
Jalpa se observo una disminucion en condiciones de campo abierto. Por otro lado hay
una acumulacion menor de esta variable en condiciones de microtiinel para Copena,
Jalpa y Milpa Alta, no para Villanueva que conserva el mismo valor. La técnica de
evaluacion del contenido de materia organica comprende la oxidacién a 500° C de
proteina, lipidos y carbohidratos. La disminuciéon de esta variable en Jalpa esta
relacionada con una disminucion de lipidos, porque el contenido de fibra y proteina se
conserva dentro de los limites observados para otras variedades.

El contenido de extracto etéreo fue bajo y disminuy6 con la edad, concordando con lo

mencionado con Hernandez-Urbiola et al., (2011) mientras que contrasta con lo
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mencionado por Rodriguez-Félix y Catwell, (1988) quienes no observaron cambios con
la edad entre cultivares. En cambio Bensadon et al., (2010) mencionan un valor menor
para Milpa Alta al igual que Hernandez-Urdiola ef al., (2011) para O. ficus-indica; la
variedad Copena presenta valores cercanos a los reportados para O. ficus indica var
Redonda por Rodriguez-Garcia et al., (2007). Aunque Contreras-Padilla et al., (2011)
encontraron diferencias entre edades y sefialaron un mayor contenido en muestras
liofilizadas aunque los valores reportados fueron menores a los reportados en el presente
estudio.

Uno de los atributos con mayor importancia por los beneficios que aporta a la salud
es el contenido de fibra. En este trabajo se observo un incremento con la edad, una
diferencia con el ambiente y con las variedades. Se observaron dos grupos bien
definidos Copena y Villanueva y Jalpa y Milpa Alta, estos ultimos con el mayor
contenido de fibra. El incremento de fibra con la edad del cladodio ha sido documentado
por Rodriguez-Garcia et al., (2007), Hernandez-Urbiola et al, (2011) y Contreras-
Padilla ef al., (2011). Rodriguez-Félix y Cantwell, (1988) relacionan este incremento
con un aumento de parénquima en cladodios maduros, también se le ha relacionado a los
procesos de lignificacion en la madurez. La diferencia entre variedades obedece al grado
de domesticacion del sitio de origen.

Como se observa la composicion quimica varia dependiendo de los factores edaficos,
localidad de cultivo, edad del cladodio hijo y del cladodio madre, especie y cultivar
(Ratamal et al, 1987; Rodriguez-Félix and Cantwell, 1988; Batista et al, 2003;
Ramirez-Tobias et al., 2007; Pinos-Rodriguez et al., 2010; Hernandez-Urbiola et al,,
2011; Flores-Mendiola et al., 2012).

Con respecto al contenido mineral se observaron incrementos con la edad del
cladodio en fésforo (P), azufre (S), Calcio (Ca), potasio (K), hierro (Fe), Magnesio
(Mg), manganeso (Mn), y zinc (Zn), en cambio el contenido de Cu se mantuvo
constante, hubo diferencia entre cultivares y en general las condiciones ejercieron un
buen aprovechamiento de los nutrientes.

El contenido de P fue bajo, se incrementa con la edad como lo reporta Hernandez-

Urbiola et al., (2011) y no presentd diferencias entre cultivares, ni condiciones
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ambientales. Se present6 dentro del rango reportado por Valdez et al., (2003) en O. ficus
indica, ademds es mas alto a lo reportado por Claaessens y Wessels (1997) para nopal
tunero. El contenido de S se observo bajo, sin diferencia entre cultivares y condiciones
ambientales, es un constituyente de aminoacidos y proteinas y estd asociado con la
formacion de clorofila, no se observaron sintomas de deficiencia en los cladodios. El
contenido de Ca se encuentra dentro de los niveles propuestos por Valdéz et al., (2003),
se incrementa con la edad y fue significativo entre cultivares y condiciones. Se observo
disminuido en condiciones de microtinel y en la variedad Jalpa. Mientras Ramirez-
Moreno et al., (2011) senalaron niveles menores para Milpa Alta. Este nivel se debid
probablemente a la respuesta de la planta a condiciones de temperatura por abajo de 0° C
presentes en el 2010. Ademas Spears (1994) menciona que un pH alto en el suelo
condiciona niveles altos de Ca en Opuntia como se observa en los suelos de Coahuila. El
nivel de K se incrementa con la edad, Hernandez-Urbiola et al., (2010) reportan el
mismo efecto en el rango presentado en este trabajo. Ademas se observaron diferencias
en el contenido entre cultivares, donde la variedad Jalpa y Milpa Alta presentaron los
menores niveles mientras que Copena y Villanueva los mayores en ambos ambientes.
También se observo significancia entre ambientes, debido a la helada del 2010. Por otro
lado, los valores reportados se encontraron dentro de los limites propuestos por Valdéz et
al., (2003) y menores a los observados por Hernandez-Urbiola ef al., 2011 y Ramirez-
Moreno et al., (2011) para Milpa Alta. El nivel de Fe se incrementa con la edad
concordando con los datos presentados por Hernandez-Urbiola et al., (2011) para O.
ficus indica. Pero se difiri6 en el contenido, estos autores junto con Ramirez-Moreno et
al, (2011) para Milpa Alta y Nieto-Garibay et al., (2011) para O. tapona sefialaron
niveles mas bajos que los obtenidos en este trabajo. Estos ultimos autores sefialan rangos
para este elemento desde 1.5 hasta 8.3 mg g-', segun la localidad. El mayor contenido de
la variedad Villanueva se debié a mayor capacidad de absorcion a través de la epidermis,
ya que este elemento se asperja directamente sobre la penca. Para el contenido de Mg se
seflala un incremento con la edad, dato coincidente con Hernandez-Urbiola et al., (2010)
durante ese periodo. Sin embargo este aumento no es sostenido a los 135 dias de su

cultivo. Aunque los valores promedio concuerdan con lo sefialado a los 40 dias, para los
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60 dias se observaron valores menores a los documentados por estos autores. Por otro
lado, la variedad Villanueva obtuvo el valor mayor, mientras Jalpa y Milpa Alta
observaron valores iguales, y Copena asimilé una menor cantidad en ambos ambientes.
Ramirez-Moreno et al., (2011) reportaron valores con un contenido menor para Milpa
Alta. Y por debajo de lo sefialado por Nieto-Garibay et al., (2011) para este elemento en
un rango de 4.9-15.8 mg g-'segun los componentes de suelo. Ramirez—Ordufia et al.,
(2005) reportaron niveles elevados de este elemento en O. cholla. El contenido de Mn
presentd diferencia entre cultivares, repitiendo el comportamiento del elemento anterior.
Los valores son en general superiores a los reportados por Hernandez-Urbiola et al.,
(2011), pero estan dentro del rango observado por Nieto-Garibay et al., (2011) quienes
indican desde 0.11 hasta 0.73 mg g-'. Para Milpa Alta Ramirez-Moreno et al., (2011)
encontraron niveles menores a los obtenidos en el presente trabajo. El contenido de Cu
observo valores iguales y mayores a los mencionados en la literatura (Nieto-Garibay et
al., 2011). La variedad Villanueva presentd los valores mas altos en condiciones de
microtunel. El cultivar Milpa Alta presentd valores mayores a los reportados por
Ramirez-Moreno et al., (2011). El contenido de Zn se incremento en el Gltimo estadio y
presentaron diferencias entre cultivares se observaron dos grupos, con los niveles més
altos fueron Copena y Villanueva y los menores niveles se observaron en Jalpa y Milpa
Alta. En cuanto a esta ultima variedad se observé un menor contenido a lo reportado por
Ramirez-Moreno et al., (2011).

Los minerales cuantificadosse presentaron en niveles adecuados y dentro de los
rangos establecidos por algunos investigadores, en algunos momentos del desarrollo
superaron estos rangos. En plantas con metabolismo CAM los niveles de Ca, Mg y Mn
tienden a ser mas elevados que en la mayoria de las plantas agrondémicas (Liittge, 2004).
Cabe establecer que la mayor variacion se present6 en condiciones de microtinel donde
los cultivares reflejaron su capacidad de aclimatacion. El mayor factor en esta condicion
fue la temperatura por la presencia de una helada debajo de -10 °C. Bajo esta situacion la
variedad Villanueva present6 la mayor respuesta al estrés por temperatura al observar los
valores mas altos de Fe y Cu, elementos que catalizan reacciones redox por medio de

diferentes estados de valencia (Barcelod ef al, 2003). Mientras Copena presentd los
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menores valores reflejando una menor respuesta, a las condiciones de estrés por
temperatura baja.

El contenido de Ca se presenta en niveles altos en cactdceas, es importante porque se
une a grupos con cargas negativas como proteinas y lipidos y disminuye la fluidez y
permeabilidad de la membrana (Behzadipour, 1999). Es un elemento que se une a acidos
orgéanicos y puede participar en la acumulacion neta o movilizacion de éstos (Kluge and
Schomburg, 1996). El Ca, K, Mg, Mn y Zn son activadores enzimaticos especificos y los
niveles adecuados en los diferentes cultivares reflejan una actividad metabdlica
adecuada. Mientras el K, Na y Mg sirven como reserva para la formacién de
carboxilatos que ayudan a la estabilizacion osmotica (Smith et al, 1996), necesarios
para sostener un estatus hidrico adecuado.

El contenido de minerales depende del pH del suelo, disponibilidad de agua, textura y
composicion del suelo y la especie cultivada (Spears, 1994; Ramirez—Ordufia et al.,
2005) Zuiiiga-Tarango et al., 2009; Hernandez-Urdiola et al., 2011). La suculencia es
otro factor que controla el contenido de minerales en el tejido vegetal, al retener una
fraccion relativamente grande de agua afecta la concentracion interna de minerales y su
reciclaje (Berry and Nobel 1985).

Desde el punto de vista funcional los elementos Ca , Mg y K son esenciales en la
dieta humana y son adquiridos a través de los vegetales en su mayor parte (Karley and
White, 2009). Un consumo adecuado de Mg y Ca previene la osteoporosis (Rude and
Gruber, 2004). Mientras el K se consume en forma adecuada, el Ca y Mg son deficientes
dentro de la dieta. El nopal representa una excelente fuente de estos elementos, sin
embargo, la biodisponibilidad del Ca en nopal ha generado mucha controversia porque
el Ca se presenta en su mayoria como oxalato lo que lo hace no biodisponible. En afios
recientes Ramirez-Moreno et al., (2011) evaluaron la disponibilidad en dos variedades:
Milpa Alta y Atlixco y observaron diferencias entre cultivares con una biodisponibilidad
de 14 y 3 % respectivamente, segiin las recomendaciones diarias 100g de Milpa Alta
contribuye con un 2% a esta recomendacion.

En relacion al contenido de compuestos fenolicos se observo diferencia entre

cultivares y condiciones. Copena y Villanueva presentaron los mayores valores, mientras
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Jalpa y Milpa Alta los menores, ademas bajo condiciones a campo abierto hubo un
incremento del estadio B1 al B2. Los valores promedio observados por otros autores se
estiman entre 3.7 pg de GAE/g en base fresca hasta 180.3 mg de GAE/g en muestra seca
(Lee et al., 2002; Corral-Aguayo et al., 2008; Santos-Zea et al., 2011),

Los resultados presentados en este estudio son comparables a los presentados por
Santos-Zea et al., (2011) quienes realizaron comparaciones con 5 especies y 6
variedades de Opuntia reportando un valor desde 318.11 pg de GAE/g para la variedad
Jalpa, para Villanueva reportd 593.1 pg de GAE/g ambos valores fueron cercanos a los
datos reportados en el presente trabajo para ambos materiales; ademas la mayor
concentracion fue de 905.08 pg de GAE/g en Opuntia undulada,. Aguayo-Lopez et al.,
2008 senald 209.1 mg GAE/g en O. ficus indica cv Reina. Otro estudio interesante fue
reportado por Guevara-Figueroa et al., (2010) al evaluar plantas silvestres y cultivadas,
los cuales encontraron mayor contenido de fendlicos totales en los nopales silvestres. En
cuanto al contenido de flavonoides totales la concentracion méxima nuevamente se
observa en dos grupos de cultivares formado por Copena y Villanueva y con la menor
concentracion Jalpa y Milpa Alta. Los valores maximos son cercanos a los obtenidos por
Cai et al., (2010) para Milpa Alta, contrario a lo observado en los cultivares silvestres el
mayor contenido de flavonoides totales se obtuvieron en cultivares comerciales por
Guevara-Figueroa et al.,, (2010) y Cai et al, (2010). Este ultimo autor obtuvo niveles
altos mediante una técnica de optimizacion para Milpa Alta, lo que permite deducir que
es un atributo manejable y puede enriquecer las propiedades funcionales del nopal. El
contenido de fendlicos totales y flavonoides totales observados depende de la especie,
las condiciones ambientales y la metodologia utilizada para la extraccion de la muestra
porque estos compuestos son sensibles a la temperatura (Runha et al., 2001; Lee et al.,
2002; Reyes-Agiiero et al., 2005; Guevara-Figueroa et al., 2010: Cai et al., 2010). En
cuanto al contenido de vitamina C observé mayor concentracion el cultivar Villanueva
en ambas condiciones ambientales seguida por Copena y nuevamente formando un
grupo con caracteristicas de respuesta similares Jalpa y Milpa Alta. Los valores varian
entre especies, condiciones de cultivo y caracteristicas ambientales se han registrado

valores desde 9.9 al7.9 mg/100g en base a peso fresco (Rodriguez-Félix and Cantwell,
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1988).

En cactaceas, el contenido de fendlicos esta asociado a proteccion contra UV-B y se
observa el mayor contenido en las espinas (Burret et al., 1982; Gerhardt et al., 2008).
Los flavonoides regulan el movimiento de auxinas, y éstas a su vez su acumulacion
(Lewis et al., 2011). Ademas se ha establecido la presencia de flavonoides metilados y
glucosilados y su significancia ecoldgica y sistémica en las espinas de Opuntiodeae
como sefial de adaptacion bioquimica a clima semi desértico (Burret et al., 1982).

Esta respuesta podria estar relacionada con la capacidad de respuesta de cada
variedad a las sefiales ambientales (Benavides et al., 2002).

El contenido de pectina presentd diferencias entre edades y cultivares. Estudios
realizados en el género Opuntia spp. observan grandes diferencias en el contenido de
pectinas entre 1 a 24% en base a peso seco, bajo diferentes condiciones de cultivo
(Goycoolea and Cardenas, 2003). Asi de acuerdo con Pena y Sanchez (2006) quienes
analizaron la composicion de 13 variedades comerciales de nopal y demostraron la alta
variabilidad y fluctuacion del contenido en esos cultivares. En un estudio mas reciente y
enfocado al anélisis del grado de domesticacion del género Opuntia spp. Lopez-Palacios
et al., (2012) senalaron un mayor contenido de pectinas en especies silvestres y con
intermedio grado de domesticacién que en cultivares con mayor grado de domesticacion,
coincidiendo ademas con lo reportado por Camacho et al., (2007) para O. streptacantha
y O ficus-indica. Ademads sefialaron que el incremento en el contenido de pectinas esta
fuertemente relacionado con el potencial de agua del suelo.

En relacion a los componentes de las pectinas tanto las solubles en agua (PSA) como
las solubles al oxalato (PSO) se observaron diferencias entre estadios y cultivares. Las
PSA y PSO se diferencian en el grado de metilacion, las primeras son de alto metoxilo
mientras las segundas se ubican con bajo metoxilo.

Durante el transcurso del desarrollo, los componentes de la pared celular
experimentan notables variaciones estructurales que ocasionan un aumento en la
hidrofobicidad caracteristica del nopal. Esta caracteristica esta relacionada con el grado
de metilacion, asi una mayor metilacion incrementa la hidrofobicidad y favorece la

proteccion a la pérdida de agua por evaporacion.
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Pena-Valdivia y Sénchez-Urdaneta (2006) observaron diferencias de PSA y PSO
entre cultivares y especies, ademds de una modificacion quimica de los componentes de
las pectinas al agregar temperatura. En la variedad Milpa Alta se modific6 PSA y PT
mientras Copena VI y Solferino aumentaron el contenido de PSO. Esta propiedad esta
relacionada con caracteristicas funcionales (Cardenas et al., 1998).

El contenido de carbohidratos en el mucilago comprendié tanto hexosas como
pentosa, aunque en menor cantidad esta ultima. Dentro de los azlcares detectados
ademas de los bien documentados por otros autores, se encontrdé manosa y otros
azucares no identificados en este trabajo. La manosa ha sido reportada por Majdoub et
al., 2010) y Ginestra et al., (2009). Este ultimo autor menciona su presencia en el 70%
de los extractos por lo cual podria estar relacionado con la técnica de extraccion.
Algunos otros autores describen la ausencia de ramnosa en sus andlisis, explicando que
al ser un azucar insertado en el esqueleto del 4cido galacturonico la hidrolisis no logra
liberarlo y por lo tanto no es detectado ( McGarvie and Parolis, 1981; Riveiro et al.,
2010). Otro azucar de importancia y que presenta variacion es la glucosa, este azlcar
observa amplias variaciones durante el dia pues es un osmoregulador. (Santarius, 1982).

Algunos autores asocian los bajos porcentajes de glucosa y ramnosa en el mucilago
con bajos niveles de glucésidos flavonoides (Ginestra et al,, 2009). Otros compuestos
de importancia presentes en el mucilago son esteroides, saponinas y taninos
(Gebresamuel and Gebre-Mariam, 2012). Ademas el mucilago de Opuntia presenta
interaccion entre elementos como Ca y Mg lo que explica su alto contenido en estos
cultivares (Majdoub et al., 2001).

Los carbohidratos comprenden cerca del 36% del volumen del cladodio (Ginestra et
al., 2009) y gracias a su alta capacidad de hidratacion pueden almacenar cerca del 50%
de peso (Stintzing and Reynold, 2005). La amplia variacién en el contenido entre
especies y cultivares comprende tanto factores ambientales y agrondémicos como especie
y edad del cladodio (Goldstein et al., 1991; Rectamal et al., 1987; Camacho et al,
2007; Lopez-Palacios et al., 2012).

Desde el punto de vista ecologico tanto las pectinas como el mucilago representan un

mecanismo para resistir el estrés por sequia (Goldstein et al., 1991; Goldstein and
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Nobel, 1991).

Tras aplicar los tratamientos con yodo y examinar los datos, se encontré una
diferencia en varias variables. En relacion al numero de brotes Vazquez-Alvarado et al.,
(2009) reportaron un mayor numero de brotes para esta variedad bajo condiciones
hidropodnicas.

Con respecto al rendimiento, es menor al reportado por Ruiz-Espinoza et al., (2008)
en el cultivar CEN-1 y al reportado por Vazquez-Alvarado ef al., 2009, en condiciones
hidropénicas y salinidad para esta variedad (69 ton ha™).

En cuanto al peso seco de los cladodios se observo una disminucién de biomasa en el
tercer muestreo en los tratamientos con iodo con respecto al control. La disminucién de
la biomasa en plantas tratadas con yodo ha sido documentada en diferentes cultivos
(Huang et al., 2003) bajo diferentes condiciones como en cultivo hidropénico (Hageman
et al., 1942; Weng et al., 2008a; Blasco et al., 2008) y en suelo (Hong et al., 2008). De
acuerdo a Muramatsu et al., (1989) la respuesta estd relacionada con la concentracion de
yodo aplicada. Por su parte, Blasco et al., (2008) relacionaron la disminuciéon de la
biomasa en plantas de lechuga bajo crecimiento hidropdénico con una disminucion de la
tasa fotosintética de la planta.

La biomasa es un parametro relacionado con la fotosintesis. Opuntia ficus-indica es
una planta con metabolismo CAM constitutiva (Borland, 1996), sin embargo los
cladodios hijos presentan un metabolismo C; durante su desarrollo, con una exigencia de
agua mayor a la de cladodios basales (Wang, et al., 1997). En los cladodios hijos ocurre
apertura estomatica durante el dia (Osmond, 1978) y, ademas, bajo condiciones de riego
los estomas permanecen abiertos durante mas tiempo (Hanscom and Ting, 1978) lo que
conlleva a un mayor aumento de la demanda hidrica. Esto da lugar a lo que se denomina
sequia fisiologica que puede originar una reduccion en la asimilacion de CO,, sobre todo
cuando ocurre sombreado y pérdida de clorofila (Pimienta-Barrios et al., 2007).

La pérdida de biomasa en el ultimo muestreo posiblemente esté relacionada a una
mayor absorciéon como consecuencia de un efecto residual en suelo al formar complejos
con la materia organica (Yamaguchi et al., 2010). Dai et al., (2004) mencionan este

efecto en la aplicacion de yodato en suelo y la pérdida de biomasa en aplicacion de yodo
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a una concentracion de 5 mg /kg de suelo, ademas sugiere la importancia de controlar la
aplicacion de yodo a través de fertilizantes, dada la diversidad de suelos y condiciones
ambientales.

En relacion con el color, los valores —a y +b no coinciden con los reportados por
Rodriguez-Félix y Villegas-Ochoa (1988) para esta planta. Estas variables estan
relacionadas con el contenido de clorofila y se modifican por degradacion de ésta
(Heaton and Marangoni, 1996). Para la variable L, los valores presentados son cercanos
a los obtenidos por Rodriguez-Félix, et al. (2007).

Los so6lidos solubles junto con el pH y acidez titulable estan relacionados con el sabor
y preferencias del consumidor (Bosquez, 1992; Aguilar-Sanchez et al, 2007). Los
valores aqui reportados de so6lidos solubles totales son menores a los observados por
Aguilar-Sanchez et al., (2007). Esta variable también esta relacionada con la actividad
de la polifenoloxidasa, enzima relacionada con la pérdida de calidad por la oxidacion de
los compuestos fenolicos, la cual, a un pH de 4.5 presenta poca actividad y a valores
menores de 3 es totalmente inactiva (Whitaker, 1994; Whitaker and Lee, 1995). Esta
enzima esta relacionada con el oscurecimiento de los productos frescos y con el
deterioro de los cladodios jovenes (Rodriguez-Félix, 1999)

En cuanto a la firmeza de los cladodios se observo un valor mayor al reportado por
Aguilar-Sanchez et al., (2007) . Esta variable esta relacionada con la calidad.

Los resultados obtenidos de las variables bromatologicas muestran diferencia
significativa para el % de nitrdgeno en dos muestras, sin embargo los resultados no
presentan un comportamiento consistente. Para el resto de las variables no se encontrd
diferencia significativa.

El contenido de cenizas, es mayor al reportado por Rodriguez-Félix y Catwell (1988),
y menor en extracto etéreo (2.7) y contenido de nitrogeno (10.3%) para esta especie y
etapa de desarrollo.

El incremento en el contenido de vitamina C coincide con Weng et al., (2008a),
quienes mencionan un incremento entre un 22-40% en la concentracion de vitamina C
en lechuga, al aplicar yodo (I') en una concentracion de 0.05-0.1 mg L™, sin embargo

con 103"y CH,ICOO" en esas concentraciones el contenido de vitamina C fue mas bajo
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que el control. Por su parte Blasco ef al., (2011) mencionan la capacidad del iodato para
inducir la acumulacion de antioxidantes en las plantas.

El 4cido ascorbico ademds de cumplir su rol como antioxidante participa en procesos
de desarrollo, como la lignificacion del xilema, y su concentracion se ve afectada por
condiciones ambientales propias para cada especie (Antonova et al., 2005; Zhang,
2007). En plantas CAM los carboxilatos funcionan como reservorios energéticos.
Algunas plantas CAM ciclicas acumulan con mayor preferencia el dcido ascorbico en
lugar del malico ya que el costo energético es menor (Borland, et al., 1994).

La quercetina es un metabolito que previene el dafio oxidativo por diferentes
mecanismos como la captura de los radicales libres, interactua con la doble capa lipida y
evita la peroxidacion lipidica ademads, juega un papel importante en la formacion de
complejos con metales al aumentar su disponibilidad (Barceldo et al, 2003). Su
incremento con el tratamiento con yodato podria estar relacionado con el aumento de Fe.

Los resultados obtenidos en el contenido de minerales observaron diferencias en
ciertos elementos como P, Fe, Mg , K, para el yodato y Cu y Mn para el ioduro entre los
tratamientos y diferentes muestreos.

Con respecto al P Fraps y Fudge (1939), mencionan una correlacion positiva entre el
P y yodo, presente en los suelos de Texas. En el estudio de Hageman et al., (1942) se
reporta un incremento en la concentracion de magnesio (hasta 1.36 %) en hojas y tallos
de tomate en presencia de yoduro en la soluciéon nutritiva en concentracion de 100
mg/kg (7.8 x 10™* molar). El magnesio esta relacionado con la estructura molecular de la
clorofila, Weng et al., (2008b), mencionan que el yodo se deposita en los cloroplastos en
el tallo de la planta de col.

Por otro lado el yoduro estimula la absorcion de Cu 'y Mn (Hageman et al.,1942).

Hasta el momento no se han dilucidado los mecanismos que facilitan la toma de yodo
en la planta. En algas el yodo es oxidado y entra en la célula por difusion facilitada.
(Kiipper et al., 2008). En plantas terrestres algunos autores mencionan la posibilidad de
que el yodato es reducido a I' para su transporte al interior de la planta ( Umaly and
Poel, 1971; Whitehead, 1975; Blasco et al., 2008) sin embargo, la absorcion diferencial

de estos elementos con los tratamientos de iodo suguiere la posibilidad de ser trasladado
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a través de los transportadores especificos de éstos elementos, como sucede con el
elemento traza de Selenio. Este es movilizado al interior de la planta por medio de
transportadores de fosfatos (Broadley et al., 2006; Zhao et al., 2010), sulfatos (Terry et
al., 2000) y de silicio (Zhao et al., 2010) y se mueve como ion selenito o como selenio
en compuesto organico (Zayed et al., 1998).

Con relacién a las variables histologicas difieren de los estudios a nivel morfoldgico
de Pimienta-Barrios, et al, (2003) Arnold y Mauseth (1999), quienes mencionan
estabilidad de los mecanismos morfogenéticos presentes en el desarrollo del xilema.

La agrupacion y un mayor nimero de vasos de xilema mejora la conductividad y la
seguridad en el transporte de agua, asi cuando se obstruye algiin vaso se establece la
conduccion al vaso adyacente (Clarquist, 1984; Gibson, 1996; Hacke et al. , 2006),
ademas la presencia de mayor numero de vasos de didmetro estrecho constituye una
respuesta ante un déficit hidrico (Laskowski, 2000).

El aumento en el area de idioblastos esté4 relacionada a un incremento en el contenido
de mucilago. El contenido y composicion del mucilago varia con la edad y la especie
(Trachtenberg, and Fahn, 1981; Terrazas and Mauseth, 2002).

Es interesante hacer notar que es sustrato para la formacion de acido ascorbico es el
acido galacturonico y los acidos urdnicos participan en el desarrollo del xilema,
compuestos que integran el mucilago.

La densidad de drusas supera lo reportado por Tovar-Puente et al., (2007) para esta
variedad.

La funcion de los cristales de oxalato de calcio no ha sido bien dilucidada. En
investigaciones recientes se ha propuesto como funcion el secuestro y mantenimiento de
los niveles de calcio dentro de la planta. Actian también como disuasorios contra la
herbivoria (Jauregui-Zuiliga and Moreno, 2004).

Los datos presentados sugieren que la aplicacion de yodo pone de manifiesto la
capacidad de ajuste de la planta ante estimulos a su metabolismo oxidativo.

Para evaluar la actividad biologica se utilizaron 5 grupos de ratas a los cuales se les
administr6 una dosis de acarbosa como control positivo, pectinas y mucilago,

flavonoides y extracto F3 y se midi6 el nivel de glucosa a 0, 60, 120 y 180 min.
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Los resultados sugieren que la pectina y mucilago, flavonoides y la Fraccion 3 tiene
un efecto sobre la concentracion de glucosa en la sangre en ratas diabéticas cuando el
consumo es mantenido un minimo de 7 dias, si el consumo se interrumpe la
hiperglucemia se restablece.

Los resultados corroboran trabajos previos con fibras solubles como la pectina y
goma guar al ejercer un efecto hipoglucémico (Butt et al., 2007) al lentificar la digestion
y disminuir su absorcion. Por otro lado, mejoran la biodisponibilidad de quercetina por
modificacion de la actividad de la flora intestinal y/o funcién fisiologica del intestino
(Pérez-Jiménez et al., 2009; Tamura et al., 2007 ) por lo que favorecen la absorcion y
actividad de los flavonoides (Lesser ef al., 2004).

Los flavonoides como la quercetina participan en la disminucion de la glucemia por
diferentes mecanismos, inicialmente en el borde del lumen intestinal, inhiben la o-
amilasa y a-glucosidasa, (Tadera et al., 2006; Lo Piparo et al, 2008), ademas es
inhibidor competitivo de los transportadores de glucosa SGLT1 en el enterocito
impidiendo la absorcion de glucosa, también inhiben los transportadores GLUT 2 (Song
et al., 2003. Por otro lado, los flavonoides se unen a la grasa y con ello se observa un
retraso en la liberacion de estos compuestos. Una posible explicacion del efecto
sostenido de los flavonoides es el reporte que menciona que los metabolitos de la
quercetina se unen a albumina sérica (Manach et al., 2004) retardando la eliminacion del
cuerpo, prolongando la vida media en sangre. Otos autores mencionan que el efecto
hipoglucémico es secundario a la actividad antioxidante, al inhibir la peroxidacion
lipidica (Abdelmoaty et al., 2010) y proteger a las céluas B pancreaticas de los radicales
libres (Coskun et al., 2005).

Por otro parte, el extracto F3 (triterpenos) ejerce un efecto hipoglucémico sobre la
accion enzimatica en el lumen intestinal al inhibir la o-amilasa ,a-glucosidasa y

glucogeno fosforilasa (Liang et al., 2011).
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8. CONCLUSIONES

En esta investigacion se observd diferencia significativa entre los cultivares
estudiados. Se diferenciaron en crecimiento y rendimiento, ademas en el contenido de
pectinas, mucilago, extracto etéreo, minerales, fenolicos totales, flavonoides, vitamina C
tanto en condiciones de campo abierto como de microtinel y en los tres estadios de
desarrollo.

El crecimiento y rendimiento fue mayor en condiciones de campo abierto, al igual
que el contenido de minerales, no asi para las variables de calidad que no mostraron
diferencia entre ambientes y estadios.

De las variables bromatologicas se observo una disminucion de la proteina con la
edad, y se presentd mayor acumulacion en cielo abierto; por otro lado, hubo un
incremento de la materia orgénica, extracto etéreo y fibra detergente neutra con la edad.

Las variables histologicas analizadas son consistentes en los cuatro cultivares, en las
dos condiciones ambientales y los tres estadios de desarrollo.

En cuanto a la evaluacion de los cultivares, Copena mostré6 mayor contenido de
pectinas solubles al agua (PSA), mucilago, extracto etéreo y potasio.

El cultivar Jalpa presentd un mayor contenido de fibra detergente neutra en el tercer
estadio de desarrollo, lo que manifiesta una respuesta a las condiciones ambientales
estresantes.

Los resultados observados para Milpa Alta en crecimiento, rendimiento, contenido de
minerales, fibra detergente neutra, croma, luminosidad y firmeza reflejan pobre
aclimatacion para las condiciones en el area de experimentacion.

Villanueva fue el cultivar con mejores caracteristicas de aclimatacion al mostrar el
mayor crecimiento, rendimiento, fendlicos totales y flavonoides por lo que se considera
que es la mejor opcidn para propdsitos funcionales.

El momento optimo de cosecha con propoésito nutricional por presentar mayor
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contenido de minerales, fibra soluble e insoluble, es en el tercer estadio de desarrollo.
Pen cambio, si el proodsito es funcional el mejor estadio para cosechar es el segundo.

La aplicacion de yodo incrementa el contenido de minerales (P, Mg, Fe, K, Cu, Mn)
mucilago y antioxidantes como vitamina C y quercetina. También se presentd
modificaciones a nivel morfoldgico con un aumento de vasos de xilema, un incremento
en el area de células de mucilago y de drusas.

Los componentes fitoquimicos evaluados en la actividad bioldgica en ratas diabéticas
presentaron un efecto hipoglucémico cuando su consumo es continuo.

Es importante resaltar la necesidad de purificar los extractos para una identficacion de

los componente.
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Identificacion de pectinas y mucilago de cuatro variedades de nopal
(Opuntia ficus-indica L., Millar) y validacién de su actividad
hipoglucémica.

1. Fecha de inicio: 16 de abril 2013.
2. Fecha de término: 27 de mayo 2013.

3. Especimenes: 30 Ratas Wistar Macho NOM-062-Z00-1999 punto 5.1 (Referencia
SAGARPA No. B2367633 Transportacion aérea de acuerdo al punto 7.3 NOM-062-Z00-
1999).

4. Especificaciones Técnicas: De acuerdo a F1-SPI de las indicaciones del Investigador.

5. ldentificacién: Tatuaje en cola de acuerdo al punto 4.6 NOM-062-200-1999.

6. Salud Animal: De acuerdo al punto 4.5.3 NOM-062-Z00-1999.

7. Alimentacién: De acuerdo a Especificaciones F1-SP| y al punto 4.7 y 5.1.3 NOM-062-Z00-
1999.

8. Confinamientos primarios: De acuerdo al punto 5.1.1.1 y 5.1.4 NOM-062-Z00-1999.

9. Control de Medio Ambiente: De acuerdo al punto 6.1.4 NOM-062-Z00-1999.

10. Clasificacién de actividades experimentales de acuerdo al grado de invasién, molestia o
dafio producido sobre los animales de laboratorio: Categoria C de acuerdo al Apéndice A
de la NOM-062-Z00-1999.

11. Técnicas Experimentales:

® Anestesia y Analgesia: Anestesia con Pentobarbital IP de acuerdo al punto 8.1 y
Cuadro 9 NOM-062-Z00-1999.
¢ Administracién de Fluidos y Sustancias: Géstrico a través de SNG (Muestras) e 1P
(Anestésicos).
® Método de toma de muestras: Puncién de vena caudal de acuerdo al punto 8.2.1
y de sangre capilar caudal Cuadro 10 NOM-062-Z00-1999.
12. Eutanasia: Sobredosis de Pentobarbital de acuerdo al punto 9.1 NOM-062-Z00-1999.
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1 Diseno de parcelas sub-divididas

1.1 Diseno de parcelas sub-divididas univariado

El diseno de parcelas sub-divididas es especialmente adecuado para estudiar experimentos
en los que existen tres factores (digamos A, B y C) y se requiere que estos factores sean
estudiados a diferentes niveles de precision.

Este disenio se caracteriza por:

1. Los tres tamanos de las parecelas corresponden a los tres factores, a saber: la pare-
cela més grande para el factor principal (A), la parcela intermedia para el factor de
subparcela (B) y la parecela pequefia para el factor de sub-sub-parcela (C).

2. Existen tres niveles de precision, la parcela grande recibe la precisién méas baja, una
precision intermedia para la sub-parcela y la mayor precisién es para la sub-sub-parcela.

El croquis del experimento se construye de la siguiente forma:
1. Se asignan al azar los niveles del factor A dentro de las parcelas grandes.
2. Se asignan al azar los niveles del factor B, dentro de cada subparcela.

3. Se asignan al azar los niveles del factor C a cada sub-sub parcela.

El experimento se lleva a cabo como cualquier experimento con un disefio completamente
al azar.
El modelo es el siguiente:

Yijer = p+ aj +6(a)ij + Br + (aB)jk + 0(B)ijr + v+ (ay)ji + (B7)ki + (B7) jkr + €(V)ijhi,

1=1,2,...,7,
i=12...,a,
k=1,2,...,0b,
1=1,2,...,c

donde,

Yiiki, es el valor de la variable respuesta en el nivel j de la parcela grande, nivel k de la
sub-parcela, nivelen [ de la sub-sub-parcela de la repeticién i.

1, es un pardmetro de posicion.
aj, es un parametro asociado al efecto nivel j de la parcela grande (factor A).
d(c)ij, es el error experimental de las parcelas grandes.

Bk, es un parametro asociado al efecto del nivel k de la sub-parcela (factor B).
(afB)jk, esun pardmetro asociado al efecto de la interaccién del nivel j de la parcela grande
y el nivel k£ de la sub-parcela.

0(8)ijk, es el error experimental de las sub-parcelas.
v, esun pardmetro asociado al efecto del nivel I de la sub-sub-parcela (factor C).

(ay)ji, esun pardmetro asociado al efecto de la interaccién del nivel j de la parcela grande
y el nivel [ de la sub-sub-parcela.

(BY)ki, es un pardametro asociado al efecto de la interaccién del nivel k de la sub-parcela
y el nivel [ de la sub-sub-parcela.



(aB7) ki, es un pardmetro asociado al efecto de la interaccién del nivel j de la parcela
grande, nivel k de la sub-parcela y el nivel [ de la sub-sub-parcela.

€(Y)ijki, es el error experimental de las sub-sub-parcelas.
Bajo este modelo de diseno se esté interesado en probar las hipdteisis siguientes,

HOA :

HOB :

Hoap :
Hoc :

Hoac :

Hope :

Hoapc :

con tal propdsito se procede a probar dichas hipotesis a través del siguiente cuadro del
andlisis de la varianza (ANOVA):

ANOVA
Fuente de  Grados de Suma de Cuadrados Estadistico
variacion  libertad cuadrados medios F
A a-1 SCA SCA/(a-1) CMA/CME(A)
Error(A)  a(r-1) SCE(A) SCE(A)/[a(r-1)]
B b-1 SCB SCB/(b-1) CMB/CME(B)
AB (a-1)(b-1) SCAB SCAB/[(a-1)(b-1)] CMAB/CME(B)
Error(B)  a(r-1)(b-1) SCE(B) SCE(B)/[a(r-1)(b-1)]
C c-1 SCC SCC/(c-1) CMC/CME(C)
AC (a-1)(c-1) SCAC SCAC/[(a-1)(c-1)] CMAC/CME(C)
BC (b-1)(c-1) SCBC SCBC/[(b-1)(c-1)] CMBC/CME(C)
ABC (a-1)(b-1)(c-1) SCABC SCABC/[(a-1)(b-1)(c-1)] CMABC/CME(C)
Error(C)  ab(r-1)(c-1) SCE(C) SCE(C)/[ab(r-1)(c-1)]
Total rabe-1 SCT
donde, si
y 2
entonces,

roa b c
SCT =33 > > Yiu—FC

i=1 j=1 k=1 I=1
J
SCA=— ZYJ” — FC,
7 1 I a )
SCE(A) = - ;;Yj FC — SCA,

b
1
B=— § Y3 - F
5¢ rac &4 k. c,



a b
1 2
SCAB = — E 1: k} 1: Y2, — FC — SCA— SCB,
j=1k=

r a b
1
SCEB)==3"3"S"Y2, — FC — SCAB — SCB — SCE(A) — SCA,
C

ijk.
i=1 j=1 k=1

1 (&
=—> V2 _F
sScC — ?:1 2 C,

1 a c )
SCAC =—3% > ¥j,—FC—SCA-SCC,

j=11=1

b c
SCBC = % >N vi, - FC-SCB-SCC,
k=11=1

a b c
1
SCABC = — Y3 N v, —FC—SCA—-SCB—SCC — SCAB — SCAC — SCBC,

j=1k=11=1
SCE(C) = SCT — SCA— SCB — SCC — SCAB — SCAC — SCBC — SCABC
—SCE(A) — SCE(B),

En este disefio los factores A, B y C son considerados factores fijos y d(a)ij, 0(8)ijk,
€(7)ijr aleatorios. Asi, para establecer los correspondientes estadisticos de pruebas para
cada una de las hipétesis, es necesario conocer las esperanzas de los cuadrados medios,
E(CM), obteniéndose, vea Anderson and McLean (1974),

Fuente de  Grados de Esperanza de los

variacién  libertad cuadrados medios

A a-1 0%+ coy + 105 +rojpe + rboe + reogp + rbeoy
Error(A)  a(r-1) 0%+ cog + 10}

B b-1 o + cag + 10} e +racke +reod g + racoy,
AB (a-1)(b-1) 0?4 co2+rodpe +reoiy

Error(B)  a(r-1)(b-1) o+ cog

C c-1 0% +ro4ge +racke + rbo o + rabo,

AC (a-1)(c-1) 0?4+ rodpo + rbodo

BC (b-1)(c-1) 0% +rodpo +racke

ABC (a-1)(b-1)(c-1) 02 +ro? e

Error(C)  ab(r-1)(c-1) o?

Total rabc-1

1.2 Diseno de parcelas sub-divididas multivariado

En esta seccion es generalizado el disenio de parcelas sub-divididas al caso multivariado.
Como es de esperar las consideraciones basicas del modelo se mantienen en cuanto al uso
del mismo, ahora simplemente observe que en lugar de observar una variable a cada unidad
experimental, se considera un vector de observaciones para cada unidad experimental, co-
rrespondiente a las p variables dependientes diferentes .

En este caso (multivariado) el modelo es el siguiente:

Y = 10+l 15(0) 0+ +(aB) ) +o(8) A7+ (am) D +(By) )+ (aBy) e (s



1=1,2,...,n7,
i=12,...,a,
k=1,2,...,b,
l=12,...,c
t=1,2,...,p,

donde,

Yi%“ es el valor de la variable respuesta ¢, en el nivel j de la parcela grande, nivel k de la
sub-parcela, nivelen [ de la sub-sub-parcela de la repeticién 1.

p® . es un pardmetro de posicién de la variable respuesta t.

oz§-t), es un pardametro asociado al efecto nivel j de la parcela grande (factor A) de la

variable respuesta .

1) (a)g;), es el error experimental de las parcelas grandes de la variable respuesta t.

,(:), es un pardmetro asociado al efecto del nivel k de la sub-parcela (factor B) de la
variable respuesta .
(ozﬂ)ﬁ)7 es un parametro asociado al efecto de la interaccion del nivel j de la parcela
grande y el nivel k de la sub-parcela de la variable respuesta .

g(ﬂ)l(%, es el error experimental de las sub-parcelas de la variable respuesta t.

fyl(t), es un pardmetro asociado al efecto del nivel [ de la sub-sub-parcela (factor C) de la

variable respuesta .

(cw)g.?, es un parametro asociado al efecto de la interaccién del nivel j de la parcela

grande y el nivel [ de la sub-sub-parcela de la variable respuesta t.

(ﬁv)gfl), es un parametro asociado al efecto de la interaccién del nivel & de la sub-parcela
y el nivel [ de la sub-sub-parcela de la variable respuesta t.

(aﬁy);];)l, es un parametro asociado al efecto de la interaccion del nivel j de la parcela
grande, nivel k de la sub-parcela y el nivel [ de la sub-sub-parcela de la variable respuesta ¢.

6('7)1(';le es el error experimental de las sub-sub-parcelas de la variable respuesta t.

Observe que dicho modelo se puede escribir matricialmente como:

Y =X B + U,

(nxp) (nxq)(gxp) (nxp)

donde n = aber, ¢ = 14+ a(l4+ b+ ¢+ bc) + b(1 + ¢) + ¢ = ntimero de pardmetros de los
factores fijos; la matriz de diseno X es de rango incompleto y la matriz de parametros de
B es tal que

r M(l) s . M(p) T
a® a? . a®
,3(1) ﬂ(2) . I@(P)
B aﬁ(l) ,3(2) . /B(p)
~(® ~@ .. ~(®)
6’7(1) 57(2) ... ,37(?)
I aﬁ“y(l) 0‘/67(2) aﬁ’y(p) |



con

% X o
a® — | % gu = | 2| ap® = i
a{ép ét) N :fz?
1
ay® = | T gy = 67.12 . apy =
a2 ol

71
" = ,éﬂ :
vﬁi”
afny
By
o)

Ahora, dado que X es una matrix de rango incompleto, dichos los pardmetros descritos
individualmente no son estimables, pero si algunas funciones de ellos, més ain para dichas
funciones estimables su estimador no depende del valor particular que puedan tomar cada
uno de los estimadores de los parametros individuales. Asi, un posible valor para la matriz

de parametros no estimables B se puede obtener como:

B = (X'X) XY,

donde A~ es cualquier inverso generalizado de A, tal que AA™A = A.

Bajo este modelo de diseno se esta interesado en probar hipdtesis generales de la forma:

HQIC%:O

donde C es una matriz de orden u x ¢ de rango u, 1(C) = u.
En particular si C es de la forma

Ca = ( 0 | Cl | O )
(a—1xq) (a—1x1) (a—1xa) (a—1xg—a—1)
donde
1 -1 O 0 0
0o 1 -1 0 0
Cq = :
0 0 0 1 0
0 0 0 0 -1
entonces
agl) _ agl) a§2) _ a§2) a(lp) _ aép)
(1) (1) (2) (2) (p) (p)
ay’ —« ay’ —« ey — @
CB — 2 . 3 2 . 3 . 2 . 3 _
o), o) o, —af . @, —af

0 0 0
0 0 0
00 --- 0

Definiendo andlogamante a C, las matrices Cg, Cag, Cy, Cavy, Cgy y @ Cagy, en el
modelo de diseno de parcelas sub-divididas las hipoteisis de interés son las siguientes,

(HA) H01 . CQ% = 07

(HB) Hog : Cg% = O,



Hyz : Co3B =0,
Hy : CyB =0,
Hys : Cony®B =0,
Hy : CpyB =0,
(Hapc) Hor:CapyB =0.

Con tal propdsito se procede a probar dichas hipdtesis a través del siguiente cuadro del
andlisis de la varianza multivariado (MANOVA), para lo cual es adoptada la notacién clésica
del MANOVA, vea Seber (1984) y Rencher (2002); en cuyo caso las matrices de sumas de
cuadrados y productos asociada a una hipétesis es denotadas genéricamente por la letra
H y sus correspondientes grados de libertad por v,,, de manera similar con la letra E son
denotadas genéricamente las matrices de sumas de cuadrados y productos de los errores y
sus correspondientes grados de libertad por v, empelando sub-indices para las matrices H
vy E, de ser el caso, luego:

MANOVA

Matrices de
Fuente de  Grados de suma de cuadrados
variaciéon  libertad y productos
A a-1 H1
Error(A)  a(r-1) E;
B b-1 H,
AB (a-1)(b-1) H;
Error(B)  a(r-1)(b-1) E,
C c-1 H4
AC (a-1)(c-1) H;
BC (b-1)(c-1) H;
ABC (a-1)(b-1)(c-1) Hy
Error(C)  ab(r-1)(c-1) E;
Total rabce-1 T

Ahora observe que las las sumas de cuadrados y productos, son matrices simétricas
de ordenes p x p. Méas aun, si

ai; aiz2 -+ Qip
az; a2 -+ A2

A: . . . . :(afg)’f’g:1727"'7p
ap1 Q2p -+ Qpp

los fg—ésimos elementos de las correspondientes matrices de sumas de cuadrados y productos
se denotardan por a*’ para no confundir los sub-indices, de esta manera:

FC = (fcfg) — (Y(f)y(g)>

rabc

entonces,

T= (1) = | 2222222 Vi - s

(@)



1 a
H, = (h{g) = %ZYE‘.JC.)Y(‘Q) feld

j=1

E, - (efg) _ 1 SOS VDY) pets —pfo

1 be 4~ 4 K tp
=1 j=1

1 b

H, = (147) = <mc DoV g 9) ,

b
Zygi?y(g) fcfg h{ﬂ _ hgg ,

1
B, = (ef?) = [ 230D S viivis) - pefo — o —ndo —efr —ni7 ||

, 1 ° :
H; = (nf7) = — YWyl pefo —pfo —plo )
j=11=1
1 b c )
= (1) = (& oS g gt
k=11=1
1 a b c
Ho= (107) = [ LSOSS STVl el e g g
G=1k=11=1
—hf? —nf?),

By = (ef*) = (tf° = 7 = nf? — nf? — nf? — nlo — nf?
—hi9 —ef9 egg) .

En andlisis multivariado para probar las diferentes hipdtesis en el MANOVA se pueden
emplear cualesquiera de los mds de 13 estadisticos de prueba que existen en la literatura (vea,
Diaz-Garcia and Caro-Lopera, 2008), los cuales son definidos en términos de los eigenvalores
de [ H-0(E+H)| = 0 o los eigenvalores de [H— AE| = 0, cuyos correspondientes igenvalores

estan relacionados por
A
QU:H—iv)\, U:].,?,...,S,
v
donde s = min(p,v,) y |A| denota el determinante de A. En la préctica -y en particular
en los paquetes estadisticos comerciales- son empleados los siguientes cuatro estadisticos de

prueba:



Pillai: =)0, => o _ tr(H(H+ E)!)
v=1 v=1

SEESY
: ~ 0, - 1
Lawley-Hotelling: = ; 6 ~ ; Ay =tr(HE ")
- s s )\U |E‘
Lambda d lks: = 0, = =
ambda de Wilks vl;[l vl;[11+)\v B+ H|
At

Méximo eigenvalor de Roy: =6 = max HMH+E)™)

1+

donde Ay > Ao > --- > X\, > 0 son los eigenvalores de HE™!, 6 > 65 > --- > 6, > 0 son los
eigenvalores de H(E +H)~! y tr A denota la traza de A. Los valores criticos para estos (y
otros) estadisticos de prueba se pueden encontrar en Kres (1983). Sin embargo los paquetes
computacionales calculan el p-value empleando las diferentes aproximaciones F y beta de
los cuatro estadisticos de prueba, vea Kres (1983), Seber (1984) y Rencher (2002).

Adicionalmente, observe que para que estos estadisticos de prueba se puedan aplicar se
requiere que:

l.p<vyyandp<uv, 6

2. p> v, and p < v, en cuyo caso es necesario hacer la siguiente transformacion en los
parametros

(p’VH?VE) - (Vvav Vi +VE _p)'

1.3 Intervalos de confianza simultaneos

Asociados con el estadistico de Roy para la hipdtesis Hy : C2B = 0 se tiene un conjunto
de intervalos con nivel de confianza simultaneo 100(1 — )% para todas las combinaciones
lineales de la forma a’C$8b, para todo a,b. Asi, el conjunto de de intervalos de confianza
miultiples para todas las combinaciones lineales esta dado por

a'CBb + {\,aC(X'X)"C'a-b'Eb}"/

donde A, es el valor tabular del estadistico de Roy empleado (o asumido) en el MANOVA
para cada correspondiente hipdtesis nula (Hoy, ..., Ho7).
Para comparar dos medias en cada una de las hipétesis los intervalos de confianza si-
multaneos estan definidos como:
1. Para comparar dos medias de la parcela grande se tiene (e.g. ag versus aq),
a'CaBb + {1,aC,(X'X) Cla-b'Eb}"
2. Para comparar dos medias de la sub-parcela se tiene (e.g. by versus by),

a'CaBb + {\,aCp(X'X) Cha - b'Esb}"/?

3. Para comparar dos medias de la sub-sub-parcela grande se tiene (e.g. ¢g versus c¢1),
a'C,Bb + {1,aC,(X'X) Cla-b'Egb}"”
4. Para comparar dos medias de la sub-parcela bajo un mismo nivel de la parcela grande
se tiene (e.g. agby versus agby),

a/'CoapBb + {\aCus(X'X) Clpa-b'Esb} "



10.

11.

12.

Para comparar dos medias de la parcela grande bajo el mismo o diferente nivel de la
sub-parcela se tiene (e.g. agbg versus aiby 6 agby versus asby),

a/'CapBb + {\aCas(X'X) Clpa- b/ (B + (b— 1)Es)b} "/
con
DO, EitAas, (- 1DE)b
Ao = b'(E; + (b— 1)Ez)b

. Para comparar dos medias de la sub-sub-parcela el mismo nivel de la parcela grande

se tiene (e.g. agco versus agcy),
= _ 1/2
'CanBb £ {1\aaCory (X'X) C,.a-b'Esb}"/
Para comparar dos medias de la parcela grande bajo el mismo o diferente nivel de la

sub-sub-parcela se tiene (e.g. agco versus aicy 6 agcy versus ascy ),

a'ConBb + {\;aCay (X'X) " Choa - b/(B; + (c — 1)Eg)b} "

con

v b/()\oé7VE1 Ei+ o, (c—1)E3)b

« b/(El —+ (C — 1)E3)b

Para comparar dos medias de la sub-sub-parcela el mismo nivel de la sub-parcela se
tiene (e.g. boco versus bgcq),

a'CyBb + {1,aCpy (X'X) Cja-b'Egb}"/?

. Para comparar dos medias de la sub-parcela bajo el mismo o diferente nivel de la

sub-sub-parcela se tiene (e.g. bocy versus bycy 6 bocg versus bacy),
a'CgyBb + {A;aCg,(X'X) Cla- b/ (Ey + (c — 1)Eg)b} '/

con

b' (Ao, Ea+ Ao, (c—1)E3z)b
A* — Eo Eo
« b/(EQ —+ (C — 1)E3)b

Para comparar dos medias de la sub-sub-parcela el mismo nivel de la sub-parcela y la

parecel grande se tiene (e.g. agboc0 versus agbgcs),
a'CapyBb + {1aaCop, (X'X) Clhs,a-b'Esb}’

Para comparar dos medias de la sub-parcela bajo el mismo nivel de la sub-sub-parcela
y de la prcela grande se tiene (e.g. apbgcy versus agbyco),

a'CapyBb + {N,aCoapy (X'X) Clga-b'(Es + (c— 1)Eg)b} '/
con ,
1o Dy, Br +day, (c— DEgb
@ b/(EQ + (C — 1)E3)b

Para comparar dos medias de la sub-parcela bajo el mismo nivel de la sub-sub-parcela
y de la preela grande se tiene (agboco versus aibgco),

S X _ 1/2
a'CapgyBb + {N\:aCap,(X'X) Clhg,a-b'(E; + (b— 1)Es + b(c — 1)E3)b}

con
. b/(Aa’VEl E, + AO"”EZ (b — l)EQ + Aa’VES b(C — 1)E3)b
Ao = b'(E; + (b— 1)Es + b(c — 1)E3)b
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Abstract

The objective of this study was to discern the effect of applying both iodide and iodate to Opuntia
ficus indica irrigation. The effect of iodate (KIOs, 10™* M) and iodide (KI, 10™* M) on plant growth,
yield and morphology was studied. Experiments were carried in three samples under tunnel
conditions. In the last sampling, iodine species (KIOs3, KI) caused a negative effect in biomass. The
amount of ascorbic acid, however, was increased over 51% in both iodine treatments. Phosphorus
(0.26%), iron (50 ppm), and magnesium (1402 ppm) increases were also observed with iodate
treatment in the first sampling, and increases in potassium (46.8 ppm) were apparent in the second.
lIodide treatment increased the amounts of copper (1.02 ppm) and manganese (32.80 ppm) in the first
sampling. lodate treatment modified the number of xylem vessels and increased both the mucilage
area and amount of druses. In general this study shows that iodate increases the amount of ascorbic
acid and the morphology of the vascular tissue.

Introduction.

Nopal is a native plant of Mexico’s semiarid regions. Its cropping surpasses 777, 413 t nationally
and 7% is exported (SAGARPA, 2011). Interest in nopal production has increased in the last decades
due to its diverse value as a vegetable (Pimienta—Barrios, 1994; Flores—Valdés et al., 1995;
Rodriguez—Salazar & Nava—Cedillo, 1999), fodder (Rusell & Felker, 1987), substratum for exploiting
cochineal (Tovar et al., 2005), element of reforestation (Stintzing & Carle, 2005), biofuel (Varnero et
al., 1992), and as a medicinal resource (Feugang et al., 2006; Sher et al,, 2011). Moreover, it has
multiple applications in agroindustry, pharmaceutics, biotechnology (Shedbalkar et al, 2010), and
industrial production. The consumers’ demand for improving the nutritional, functional, organoleptic,
and health related properties of nopal generates the requirement for better understanding of its
physiology, agronomical handling, and postharvest technology (Flores-Hernandez et al., 2004;
Valdéz-Cepeda et al., 2006; Robles-Ozuna et al., 2007).

The functional properties of nopal refer to the amount of fiber, hydrocolloids, pigments, Ca, K,
and ascorbic acid (Saenz et al., 2004). In this context, to achieve a higher nutritional and functional
value, key environmental factors and necessary handling practices must be identified. Particularly,
mineral nutrition provides great benefits for this crop. For Opuntia ficus-indica, existing work
indicates the optimal concentrations, and critical and sufficient levels of essential mineral nutrients
that improve biomass production (Magallanes et al., 2005; Blanco-Macias et al., 2006; Blanco-
Macias et al., 2011), but little is known about how other elements, such as iodine, affect its
application. Iodine is a non-metallic element found in small amounts in vegetable tissues. Research
conducted in the early 20™ century claimed that iodine was not essential for plants (Brady & Weil,
1996); it was even found to be phytotoxic in sensitive species like corn, peas, chinese cabbage, and
rice at doses higher than 10° M (Loué, 1988; Mackowiak & Grossl, 1999; Dai ef al., 2004). The
metabolic function of iodine in plants has not been elucidated (Benton-Jones, 1998), but it is known to
be important in fertilization programs for biofortification (Dai ef al., 2004). Additionally, iodine is an
inductor of pathogen and stress tolerance (Blasco et al., 2011).

To our knowledge, there is no literature on nopal addressing the effect of iodine application. The
objective of this study was to determine the effect of iodine in the form of iodate and iodide in nopal
nutrient solutions for cladode production using tunnel cultivation system. We additionally assess the
chemical composition quality and amount of vitamin C.

Materials and Methods



This work was conducted in Municipio of General Cepeda Coahuila (25° 22’ 58” North, 101° 27’
08” West and 1440 msnm), 50 km Southeast of Saltillo, Coahuila. Cladodes of Opuntia ficus-indica
var. Copena V1 were planted in three tunnels with plastic cover caliber 600. The dimension for each
tunnel was 50 m length x 3 m width. We incorporated 1300 cactus leaves per tunnel: each unit
consisted of two beds with five columns and 130 rows. lodine treatments were potassium iodate
(KIOs, 10 M), potassium iodide (KI, 10 M), and a water control.
Irrigation. Each treatment consisting of Steiner nutritional solution (Steiner, 1961) containing KIO;
(10°*M), KI (10™*M)) or water control was irrigated independently.
Plant sampling. Nopal cladodes Opuntia ficus-indica var Copena V were used. When transplanted,
all nopal plants had one stratum (1 mother cladode) and were allowed to grow to the second stratum.
Data for determining productivity were obtained by harvesting and weighting the cladodes of the
second stratum. We carried out chemical analysis of extracts from cladodes over 16cm long on twenty
randomly chosen plants. The iodine effect on growth was calculated by counting the sprouting amount
in the second stratum.
Quality of cladodes
Length, width and thickness of cladodes. Measurements were performed using a 30 cm ruler at the
base of the cladode apex and middle of the cladode for length and width, respectively. Thickness was
measured in millimeters from the middle section of the cladode with a vernier.
Weight. Fresh weight of each cladode was determined in grams with a mechanical balance (OHAUS).
Dry weight was measure after drying samples placed in aluminum platters on an oven at 60°C.
Color. Color and brightness parameters were analyzed with a colorimeter (Minolta CR-300) using ten
cladodes per sample. Three independent measurements were obtained per cladode.
pH. The pH was measured in cladode parenchyma by inserting a potentiometer (Hanna) (Flores-
Hernandez, et al., 2004) into a manually produced incision.
Total soluble solids (°Brix). 30 g of sample was homogenized and placed in a refractometer (Atago)
at a 0-30° range. Results were expressed as a percentage of soluble solids (AOAC, 2000).
Firmness. Resistance to penetration was determined with a compact digital penetrometer Gauge
(MECMESIN® EUA). The measurement was taken in the central section of the cladode and
registered in kilograms (kg).
Cladode chemical composition. Samplings were performed in cladodes of the second stratum on
August 20, September 24, and October 23 of 2009. Five cladodes were collected per treatment in each
sample. Harvested cladodes were placed in aluminum platters inside an oven at 80°C until constant
weight was obtained. The dried material was finely ground in a porcelain mortar and stored in glass
containers. Organic matter, raw protein (Kjeldahl), ether extract, raw fiber, and ashes were analyzed
(AOAC, 2000).
Ascorbic acid quantification. The amount of ascorbic acid was determined through titration. 10 g of
fresh sample was weighted and grounded in a mortar with 10 ml of 2% HCI. Sample was then filtered
and brought to 100 ml with deionized water. A 10 ml aliquot was labeled as 2,6-
dichlorophenolindophenol (0.001 N) solution.
Mineral content of cladodes. Minerals were determined based on dry weight. Sample was subjected
to a mineralization process with perchloric and nitric acids (3:1) in a heating plate at 100°C, after
which the solutions were filtered and diluted to 100 ml with deionized water. Minerals Zn, Cu, Fe,
Mn, Mg, K, and Ca were analyzed through humid digestion using an atomic absorption
spectrophotometer (Varian 1275). Sulfur content was determined by turbidimetry with 10% barium
chloride (BaCl,) and glycerin by colorimetry at an 800 nm wavelength. Phosphorus content was
determined through colorimetry at 640 nm.
Histological characterization. For each treatment, second stratum cladode samples were taken at
four weeks of growth. Cross sections of 0.5 cm thickness were made in the middle, apical and basal
sections. Tissue samples were fixed with FAA (alcohol: acetic acid: formalin; 85:5:10). Histological
analysis was performed by techniques described by Sass (1958) on both cladode sides. Epidermal
tissue was prepared by placing a thin, homogeneous layer of adhesive PVC plastic on the cladode
surface. The adhesive film was removed with pincers, and the samples were finally placed on slides.
Observations and measurements: To generate anatomical descriptions, features of vascular tissues
were observed and recorded. Idioblasts and crystals were also described. The number of xylem
vessels, thickness of walls, and area of vessel lumen were determined from preparations of cross cut
sections. Mucilage cells and druse distribution were also assessed. All measurements were performed
with an optical image analyzer Axion Vision 4, and pictures were taken with a Pixera PVC 100 C
model digital camera.
Data analysis. Groups were compared using analysis of variance, and a Tukey means comparison test
was performed with a significance level of (P<0.05) via R® version 2.8.1. (2008).



Results and Discussion

Todide and iodate at 10™*M application was studied in nopal (O. ficus-indica L.) to determine their
effect on yield and physiological related traits.

Yield. Table 1 represents data for cladode sprout number, yield, length wide, thickness, fresh and dry
weight. Sprout number was less than reported by Vazquez-Alvarado ef al., (2009) under hydroponic
conditions. Our yield was not significant between treatments and control, but was higher than the
value reported by both Ruiz-Espinoza et al., (2008) in cultivating CEN-1 and by Vazquez-Alvarado et
al., (2009) under hydroponic and salinity conditions.

Quality of cladodes. Only the third sampling of the treatment group showed a decrease in dry
sampling weight compared to control. A decrease in biomass of iodine treated plants has been
documented in crops (Huang ez al., 2003; Ozyigit, 2012) under hydroponic growth (Hageman et al.,
1942; Weng et al., 2008a; Blasco et al., 2008) or soil cultivation (Hong et al., 2008; Weng et al.,
2008b). According to Muramatsu et al., (1989) this is due to the iodine concentration used.
Meanwhile, Blasco et al., (2008) connected decreasing biomass in lettuce plants under hydroponic
growth with a decrease in photosynthetic rate. Biomass is a parameter related to photosynthesis.
Opuntia ficus-indica is a plant with constitutive CAM metabolism (Borland, 1996), but young
cladodes upregulate a C; metabolism during their development, requiring more water from basal
cladodes (Wang et al., 1997). During daytime, a stomatal opening occurs in young cladodes (Osmond,
1978). Additionally, under conditions of irrigation, stomata remain open more frequently (Hanscom &
Ting, 1978), causing a higher demand for water. This causes a physiological drought, resulting in an
assimilation of CO, in shade and a loss of chlorophyll (Pimienta-Barrios et al., 2007). Biomass loss in
the last sample can be related to a residual effect of iodine on soil when iodine-organic material
complexes forms (Yamaguchi et al., 2010). Dai et al., (2004) mentions such an effect by applying
iodate on soil at a concentration of Smg/kg. This suggests the importance of controlling application of
iodine through fertilizers, given the soil diversity and the environmental conditions.

Color. No significant difference was detected in the color of cladodes between treatments (Table 2).
However, the values —a and b did not match those reported by Rodriguez-Félix and Villegas-Ochoa
(1998) for this plant. These variables are related to the amount of chlorophyll and can be modified by
degrading it (Heaton & Marangoni, 1996). For variable L, the values shown in Chart 2 are similar to
those of Rodriguez-Félix et al., (2007).

pH and total soluble solids. A minor difference in the cladode pH was found when the first sample
was treated with potassium iodate. No differences were observed in the last two samples or in total
soluble solids (Table 3). Soluble solids, pH, and titrable acidity are related to taste and consumer
preferences (Bosquez, 1992; Aguilar-Sanchez et al., 2007). Total soluble solid variables hereby
reported are lower than those reported by Aguilar-Sanchez et a/, (2007). Additionally, these variables
are related to polyphenoloxidase activity. Polyphenoloxidase oxidizes phenolic compounds showing
little activity at pH 4.5 and this enzyme is inactive at any pH lower than 3 (Whitaker, 1994; Whitaker
& Lee, 1995). Polyphenoloxidases are responsible for darkening fresh products and for deteriorating
young cladodes (Whitaker &. Lee, 1995).

Firmness. No difference in cladode firmness between treatments was detected.

Chemical composition analysis. Results from bromatological variables show a significant difference
in nitrogen composition in two samples. However, these results do not exhibit consistency (Table 4).
No significant differences were found in remaining variables such as organic matter, lipids, fiber and
ashes.

The amount of ashes is greater than the number found by Rodriguez-Félix and Catwell (1988).
However, the lipids (2.7%) and nitrogen content (10.3%) is less than the reported for this specie at this
development stage (Rodriguez-Garcia et al., 2007; Ramirez-Tobias et al., 2007).

Vitamin C. The amount of vitamin C increased more than 45% with I" and 105 treatments at 10*M.
Weng et al., (2008a) mentioned a 22-40% increase in vitamin C concentration in lettuce when iodine
(I') was applied at 0.05-0.1 mg L', whereas uptake of 105" and CH,ICOO", however, vitamin C
concentrations were below the control level. Blasco et al., (2011) mentioned iodate capacity to induce
plant antioxidant accumulation. Ascorbic acid, participates in H,O, detoxification, the growth process
regulation and xylem lignification (Antonova et al., 2005). Ascorbic acid concentration is affected by
environmental conditions (Antonova ef al., 2005; Zhang, 2007). In CAM plants, carboxylates function
as energetic reservoirs. Some cyclic CAM plants tend to accumulate more ascorbic acid than malate
due to lower energetic costs (Borland ef al., 1994).

Mineral amount in the cladodes. Mineral amount results obtained (Table 5) showed a significant
difference in certain elements such as P, Fe, Mg, and K for iodate, and Cu and Mn for iodide. Fraps
and Fudge (1939) mention a positive correlation between phosphorus and iodine found in Texas soil.
Hageman et al, (1942) studied an increase in magnesium concentration (until 1.36 %) in tomato



leaves and stems when they are treated with an iodide solution at 100 mg/kg (7.8 x 10™* Molar). Todide
also stimulates absorption of Cu and Mn (Hageman et al., 1942). Higher amount of Cu is related to
oxidative stress (Azmat & Khan, 2011) and this could be correlated with a higher amount of ascorbic
acid found in this study.

Mechanisms that facilitate iodine absorption by plants have not yet been elucidated. In algae,
iodine is oxidized and enters the cell through facilitated diffusion (Kiipper et al., 2008), and in land
plants, authors suggest iodate is reduced to I” for internal plant localization (Umaly & Poel, 1971;
Whitehead, 1975; Blasco et al., 2008). Differential absorption of minerals under iodate and iodide
treatment suggests a transport mechanism mediated by transporters, as it occurs with selenium, that
are moved as selenite ions or selenium in organic compounds (Zayed et al., 1998; Broadley et al.,
2006; Zhao et al., 2010), sulfates (Terry et al., 2000) and silicon (Zhao et al., 2010).

Histological characterization. The analysis of variance showed significant differences for the
number of xylem vessels, the increase in idioblasts, and density of druses in both iodine treatments.
This was not the case for all other variables (Table 6). Our results differ from those at the
morphological level performed by Pimienta-Barrios, et al, (2003). Arnold and Mauseth (1999)
mention stability in the morphogenetic mechanisms present in the xylem development. (Figure 1)
Grouping and increasing the number of xylem vessels improves conductivity and security in
transporting water so that when a vessel is obstructed, conduction through an adjacent vessel is
established (Clarquist, 1984; Gibson, 1996; Hacke et al., 2006), Also the presence of more narrow
diameter vessels constitutes a response to a water deficit (Laskowski, 2000). Increase in idioblast area
(Figure 2) relates to the increase in mucilage, and the amount and composition of mucilage varies with
age and species (Trachtenberg & Fahn, 1981; Terrazas & Mauseth, 2002). It is interesting to point out
that, in xylem development, the substrates for ascorbic acid formation are galacturonic and uronic
acids, two compounds that form the mucilage. The density of druses we report surpasses the value
reported by Tovar-Puente ef al., (2007). The function of calcium oxalate crystals has not yet been
elucidated, but these crystals have been proposed to function in sequestration and maintenance of
calcium levels within plants and as deterrents against herbivory (Jauregui-Zuiliga & Moreno, 2004).
Our data suggests that applying iodine highlights the adaptive capacity of plants when facing
oxidative metabolic stimuli.

Conclusions

Both iodate and iodide application at 10™* M through irrigation resulted in an increase in the
amount of P, Mg, Fe, K, Cu, and Mn (62.5%, 57.5%, 38.12,101.7, 18.6, 45.13%, respectively) as well
as increasing ascorbic acid above 5%. Both fresh weight and dry weight were negatively affected by
treatment in the last sample. Lastly, the xylem vessel number increased with iodide treatment and an
increase in mucilage cell area and druse amount in both iodate and iodide applications were observed.
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Table 1. Effect of iodate and iodide on physiological parameters of Opuntia ficus indica var Copena V1.

Sample 1 Sample 2 Sample 3
Control KIO; KI Control KIO; KI Control KIO; KI
Cladode sprouts 3.60 3.60 3.80 4.20 4.40 4.00 4.40 4.20 3.80
Yield (kg,m?) 7.70 7.61 9.09 7.47 7.46 8.46 7.47 7.33 8.10
Length (cm) 18.24 19.20 17.80 21.02 20.60 20.02 22.96 19.10 19.7
Width (cm) 12.70 13.20 12.02 11.56 11.48 11.27 10.70 9.54 9.74
Thickness (mm) 2.07 1.93 1.83 1.14 1.18 1.11 1.06 1.00 1.02

Fresh weight (g) 316.38 33348  275.98 177.36 163.12 151.46  173.02a  106.06b 115.88b

Dry weight (g)  7.04 7.16 7.46 7.52 7.78 7.16 7.88 a 5.09 b 5.38b

Measurements with same letters are not statistically different (Tukey, 0.05);* significative;



Table 2. Effect of iodate and iodide on color parameters of O. ficus-indica var Copena V1 at harvest time.

Sample 1

Control KIO;

KI

Sample 2

Control

KIO;

KI

Sample 3

Control KIO;

KI

L 45.62
-a  15.64
B 23.06

44.68
15.86
23.62

43.71
15.46
22.45

45.04
15.44
23.65

45.11
15.31
23.08

43.81
15.09
23.29

44.15
14.89
27.78

44.44
15.62
21.87

44.29
15.47
22.02

Table 3. Effect of iodate and iodide on postharvest parameters of O. ficus-indica var Copena V1.

Sample 1 Sample 2 Sample 3
Control KIO;3 KI Control KIO; KI Control KIO; KI
pH 428b 443a 433ab 435 446 438 449 447 435
°Brix 1.62 1.66 1.70 1.68 1.68 1.66 1.72 1.64 1.68
Firmness(kg)  2.39 2.77 2.44 2.33 252 247 240 2.52 249

Measurements with same letters are not statistically different (Tukey, 0.05);* significative ; n=15



Table 4. Bromatological parameters and amount of vitamin C in Opuntia ficus-indica var. Copena V1 cladodes under

KIO; and KI treatment.

Sample 1 Sample 2 Sample 3
Control KIO; KI Control KIO; KI Control KIO;3 KI

%0Organic Material 63.16 68.93  66.87 71.60 70.30  69.10 68.20 81.00  77.70
%Ether extract 2.40 2.38 1.94 1.61 1.40 1.50 2.10 2.87 2.04
%Raw Fiber 11.88 11.56  11.36 11.59 10.62 10.69 12.87 1540 11.61
% Nitrogen 1.79b 2.15a 194ab 2.14a 1.72b  2.03ab 1.88 1.97 2.21
%Ashes 28.58 25.00  27.20 25.20 22.61 20.91 23.9 20.68  24.12
Vitamin C (mg/100g) 19.70b  35.90a 35.90a 17.50b 37.60a 37.60a 20.80b  37.40a 39.10a

Measurements with same letters are not statistically different (Tukey, 0.05);* significative; n= 5.



Table 5. Mineral content in Opuntia ficus-indica var. Copena V1 samples after iodine applications through fertilizing irrigation.

Minerals Sample 1 Sample 2 Sample 3
Control KIO; KI Control KIO; KI Control KIO; KI
S(%) 0.30 0.19 0.16 0.14 0.17 0.30 0.16 0.16 0.12
P(%) 0.16 b 0.26 a 0.20b 0.25 0.15 0.19 0.26 0.27 0.12
Zn(ppm) 47.00 39.40 38.20 28.80 34.20 38.60 37.80 41.80 34.00
Cu(ppm) 0.86b 0.84b 1.02a 1.10 1.10 1.20 1.00 1.54 0.96
Fe(ppm) 36.20 b 50.00 a 45.20 ab 48.40 54.60 44.00 38.80 37.20 29.80
Mn(ppm) 22.60 b 30.60 b 32.80a 17.8 14.6 13.8 17.60 13.60 13.80
Mg(ppm) 890 b 1402 a 760 b 862 b 1760 a 630 b 728 592 468
K(ppm) 22.80 24.20 19.60 23.20b 46.8 a 17.00 b 27.80 a 25.80 a 19.60 b
Ca(ppm) 1456 1208 908 1616 1142 816 2270 1784 1370

Measurements with same letters are not statistically different (Tukey, 0.05);* significative; n=15



Table 6. Histological variables at four weeks post iodine treatment on Opuntia ficus-indica var. Copena V1.

Morphological character Control KIO; KI
Density of stomata (mm?) 10 10 10
Length of stomata (pum) 29.18 37.34 36.4
# Druses.mm-" 40.60 b 68.00a 72.60a
# vessels/vascular bundle 10.00 b 17.60 a 11.40 b
Area of vessels (um?) 306.92 466.45 230.60
Vessel wall thickness (um) 2.40 2.81 2.54
Idioblasts area (um?) 946.35b 122232 a 1512.76 a

Measurements with same letters are not statistically different(Tukey, 0.05);* significative;n=5



Figure 1. Xylem vessels in cladodes of Opuntia ficus- indica under treatments A= Control, B= lodate,

C=lodide with objective of 40X. Bar is equal to 100um.

Figure 2. Cross cuts in Opuntia ficus- indica taken with a 10x objective, showing the mucilaginous matrix

(arrow) in the different treatments: A= Control, B= lodate, C=Iodide. Bar represents 1000 pm.
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