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CAPITULO |

Revision bibliogréafica
La Tuna (Opuntia ficus-indica (L.) Mill)

La tuna es una de las especies de cactus mas importante econdmicamente a nivel mundial, debido
principalmente a la posibilidad de producirla en zonas aridas y semiaridas y los variados productos
que se pueden obtener de ella. Esta es originaria del Golfo de México y el Caribe (CEZA, 2007) y
desde alli se ha expandido por diversas partes del mundo. Esta especie fue introducida en Espafia
por los navegantes y desde alli se distribuyo por toda la cuenca del Mediterraneo y el resto de los
continentes (Kiesling, 2012). Actualmente se encuentra en forma silvestre o cultivada en el sur de
Espafia, Francia, Grecia, Italia, Turquia, Israel y Sudafrica, extendiéndose también dentro del
mismo continente Americano desde Canada hasta Chile (Séenz, 2006).

Entre los paises que cultivan la tuna, México es el principal productor con méas de 53.000 ha; le
sigue Italia con 2.500 ha, Sudafrica y Chile con 1.500 ha, Israel con 300 ha y Estados Unidos con
200 ha (FIA, 2015). Relacionado con la productividad del cultivo, Israel e Italia alcanzan
producciones entre 15t/ha 'y 20t/ha. En Chile, las producciones alcanzan valores entre 6t/ha y 15t/ha
(Sanhueza, 2010). El principal exportador es Italia con una exportacion de 15.000 kg/afio dirigida
principalmente al mercado europeo y norte de Africa. También existe exportacion a Estados Unidos
y Canada (FIA, 2015). México solo tiene una reducida fraccion que exporta debido a una alta
demanda interna de la fruta y a una baja calidad de fruta, que no alcanza estandares de calidad
exigidos (Cruzat G & Barrios, 2009). En Chile, la superficie nacional de tunas se concentra entre
la Region Metropolitana (43,1%) y la Region de Coquimbo (38,91%). La produccion se destina en
casi su totalidad al mercado interno, con una minima fraccion que va a exportacion, debido
principalmente a la baja calidad de las frutas que se genera. El principal mercado de las
exportaciones chilenas es Estados Unidos, seguido de Arabia Saudita y Espafia, Canada, Japén e
Inglaterra (FIA, 2015).

Biologia de la tuna. La tuna (Opuntia ficus-indica) pertenece al género Opuntia de la familia de
las Cactaceas, cultivada mayoritariamente debido a sus frutos que son aptos para el consumo
humano. La especie se caracteriza por ser una planta arbustiva erecta que puede alcanzar 3a4 m
de altura. Su sistema radical estd compuesto por abundantes raices finas que se distribuyen en forma
superficial en el suelo, alcanzando profundidades de 80 cm, si proviene de semilla, y 20 a 30 cm,
si viene de reproduccion vegetativa (Sudzuki et al, 1993). Esta caracteristica le permite aprovechar
de mejor manera las lluvias 0 aumentos de humedad en zonas aridas (Franck, 2010). Los tallos,
Ilamados cladodios, son érganos suculentos modificados para reemplazar a las hojas en la funcion
fotosintetica. Tienen una forma ovoide alargada que alcanzan entre 60 a 70 cm de largo. Los
cladodios poseen yemas axilares en forma de areolas donde se encuentran espinas finas llamadas
gloquidios. En Chile, debido a las temperaturas, los gloquidios terminan por caer dejando al
cladodio con pocas espinas basales(Sudzuki et al., 1993). Los cladodios nuevos poseen hojas
verdaderas en forma de pequefias estructuras suculentas que, después de 15 dias, se desprenden y
son reemplazadas por espinas esclerificadas considerada como hojas modificadas (Sudzuki et al.,
1993). Con el tiempo los cladodios pueden llegar a lignificarse y transformarse en tallos lefiosos
de color ocre blancuzco a grisaceo (CEZA, 2007). La tuna es una planta con fotosintesis tipo CAM,



en donde los abundantes estomas que poseen los cladodios, se abren en la noche para absorber el
CO. y se cierren en el dia para disminuir la pérdida por transpiracion (CEZA, 2007).

En la tuna, las flores son sésiles, solitarias y hermafroditas, desarrollandose mayoritariamente en
los bordes de los cladodios. Se compone de sépalos pequefios y variables en nimero, y pétalos
ovoides de colores amarillos a rojos, soldados en la base de la corona (Reyes-Agero et al., 2006).
Los estambres son més de 400, con anteras que producen gran cantidad de polen, y que se
encuentran insertos sobre la superficie concava del receptaculo, siendo mas cortos que los pétalos.
La dehiscencia de las anteras ocurre doce horas antes de que ocurra la floracion y se ha registrado
que la produccién de néctar, en especies de Opuntia en las Islas Galapagos, ocurre
aproximadamente una hora después de la floracion (Reyes-Aguero et al., 2006). Antes de la antesis,
los estambres rodean estrechamente al estigma para posteriormente separarse de este a medida que
los pétalos se expanden. En la mayoria de los casos, presenta una polinizacién entoméfila y se
puede dar una autopolinizacién si la dehiscencia de las anteras ocurre antes de la antesis (Sudzuki
et al., 1993). El ovario es infero, unilocular con gran cantidad de 6vulos y termina en un estilo
cilindrico con un estigma amplio y himedo (Sudzuki et al., 1993). La floracion ocurre entre los
meses de octubre y noviembre, y se presenta de forma escalonada permaneciendo abierta la flor
durante 48 h. En Chile, se presenta una segunda floracion en marzo, si es que se generan las
condiciones ambientales favorables y hay riego en verano, produciendo una fruta llamada
“inverniza” que se desarrolla durante todo el invierno (CEZA, 2007). Las yemas florales se
desarrollan en cladodios de dos afios y rara vez en cladodios de tres afios, siendo la proporcion de
yemas florales a vegetativas de 3:1 en un cladodio (Sudzuki et al., 1993). Completada la
fecundacion, las partes florales se secan y se mantienen junto al fruto formado hasta que alcanza
dos tercios de su desarrollo (Reyes-Aguero et al., 2006). El fruto es una falsa baya de forma ovoide
con una epidermis similar a los cladodios, con una abundante cantidad de gloquidios. Tanto los
ovulos fecundados como los abortados son capaces de desarrollar pulpa y ayudar a la generacion
del fruto (Sudzuki et al., 1993). El crecimiento del fruto sigue una curva doble sigmoidea
alcanzando su maximo a los 100 dias después de la antesis, siendo los Gltimos 30 dias importantes
para el crecimiento de la pulpa, en los que debe haber un suministro hidrico para alcanzar su
méaximo desarrollo. Por otro lado, la fruta inverniza tiene un comportamiento de crecimiento de
sigmoidea simple alcanzando su méximo a los 135 dias aproximadamente (Saenz, 2006). El fruto
es no climatérico y los parametros de calidad son el tamafio, mayor a 6 cm de largo y 4 cm de
didmetro, un sabor fresco, con un contenido de solidos solubles mayor a 13, sin espinas y baja
cantidad de semillas (Saenz, 2006).

El crecimiento de las semillas ocurre entre los 30 y 70 dias después de antesis, formandose semillas
pequefias (0,45 cm de largo y 0,35 cm de ancho) y de forma ovoides con una testa lignificada
(Reyes-Aguero et al., 2006). La cantidad de semillas varia en distintos ecotipos en el mundo,
encontrandose aproximadamente 270 semillas por fruto, siendo algunos ecotipo chilenos los que
poseen una mayor cantidad de semillas abortadas(Reyes-Aguero et al., 2006). Esta caracteristica
otorga una gran ventaja ya que genera una fruta con una mayor proporcion comestible.

Propagacién. La propagacion en la tuna se puede realizar mediante una via asexual y una sexual
(Sudzuki et al., 1993). La via asexual se realiza mediante los cladodios que son desprendidos de la
planta madre, ya sea por dafio de algin animal, clima o simple peso de los frutos en el cladodio, y
que, en contacto con el suelo, desarrollan raices adventicias formando asi una planta nueva, idéntica
de la planta madre de la cual se desprendié (Reyes-Aguero et al., 2006). Este es el método mas
efectivo para la propagacion de la especie y en donde se logra rapidamente un desarrollo de la



nueva planta. A nivel agrondmico, este tipo de propagacion proporciona ciertas ventajas con
respecto a la reproduccion sexual. Se pueden seleccionar algunos ecotipos que posean cualidades
especiales, como mejores adaptaciones al medio, resistencias a plagas y enfermedades o mejores
caracteristicas de la fruta para el mercado. También, mediante la propagacion vegetativa, se
generan plantas que alcanzan un desarrollo mucho mas rapido que si se propagara de forma sexual,
haciendo que un tunal sea mucho méas precoz en su entrada en produccién. La desventaja es que se
generan ejemplares idénticos que pueden ser susceptibles a alguna enfermedad o plaga, afectando
a todo el tunal de la misma manera. Existen una serie de consideraciones que se deben tener en
cuenta al momento de realizar este tipo de propagacion: debe elegirse un cladodio no dafiado, de
preferencia del afio anterior, y dejar cicatrizar la herida provocada por el corte para no contaminarlo
con algunas enfermedades (CEZA, 2007). Ademas, la plantacion debe realizarse en un periodo sin
heladas ni lluvias, para evitar que los cladodios se pudran antes que desarrollen las raices
adventicias (Sudzuki et al., 1993). En caso de no poseer demasiado material para multiplicar, se
puede dividir los cladodios en partes para generar una mayor cantidad nuevas plantas.

Por otro lado, la via sexual se realiza mediante la germinacion de las semillas, como resultado de
la combinacion de los gametos, generando una mayor variabilidad genética en la poblacion y
pudiendo ser utilizada de manera agronémica para la obtencién de nuevas variedades. Una de las
mayores desventajas de este tipo de propagacion es el bajo porcentaje de germinacion que poseen
las semillas, dificultando la generacién de nuevos individuos (Altare et al., 2006). La causa de esta
baja capacidad de germinacion es debido a la forma de dispersion de las semillas, denominado
endozoocoria, en donde animales como aves, roedores, reptiles o0 murciélagos, se comen el fruto
para luego dispersarlo mediante la regurgitacién o defecacién (Rojas-Areh y Vah Zquez-Yanes,
2000). Debido a este proceso, las semillas han desarrollado algunas adaptaciones para resistir las
condiciones adversas que generan los jugos gastricos del sistema digestivo de los animales. Estas
consisten en una modificacion en la estructura del ovulo, el cual se envuelve por tres integumentos
para poder desarrollarse completamente, siendo el tercer integumento, derivado del funiculo,
lignificado fuertemente para proteger al embrion (Altare et al., 2006). Al momento de la
germinacién, esta lignificacion provoca un impedimento en el desarrollo radicular, retardando este
proceso, y en algunos casos, imposibilitando la germinacion de algunas semillas (Olvera-Carrillo
et al., 2003; Altare et al., 2006). Frente a esta situacion, se han investigado diversos factores que
promueven la germinacidn de las semillas, entre los cuales se destaca la temperatura, con intervalos
Optimos entre los 25°C y 30°C (Altare et al., 2006; Mandujano et al., 2007; Mondragon-Jacobo y
Bordelon, 1996; Ochoa et al., 2015; Olvera-Carrillo et al., 2003; Reyes-Aguero et al., 2006; Rojas-
Areh y Vah Zquez-Yanes, 2000), el fotoperiodo, con un régimen de 14 horas de luz y la
escarificacion con acido sulfurico durante cinco minutos, que logra aumentar el porcentaje de
germinacion de las semillas hasta un 58% después de 40 dias de incubacion. (Altare et al., 2006).
También se ha observado que el &cido giberélico no promueve una mayor germinacion de las
semillas, como ocurre en otras especies (Mandujano et al., 2007).

Apomixis. En diversos estudios de germinacion de semillas de Opuntia se ha registrado
poliembrionia, proceso que puede llegar a generar dos o tres plantulas de una misma semilla
(Mondragon Jacobo y Bordelon, 2002; Sudzuki et al., 1993). Este fenomeno se debe
especificamente a la apomixis que se genera en la tuna. La apomixis se define como la formacion
asexual de un embridn a partir del tejido del ovulo, sin que haya meiosis ni fertilizacion, generando
un individuo genéticamente idéntico al progenitor materno (Koltunow et al., 1995). En todo tipo
de apomixis se comparten estas tres etapas: la generacion de una célula capaz de formar un embrion



sin meiosis, la espontanea fertilizacion y desarrollo del embrién, y la generacion de endosperma
autonomamente o la utilizacion del endosperma derivado de la fertilizacion (Bicknell y Koltunow,
2004). Este tipo de reproduccion no es rara en las Angiospermas habiendo ejemplos en plantas
pertenecientes a las Asteraceae, Rosaceae y las Poaceae (Koltunow et al., 1995).

Los embriones apomicticos pueden formarse mediante la ruta gametofitica o esporofitica. En la
ruta gametofitica, el embridn se forma de una célula del saco embrionario que no ha pasado por un
proceso meidtico. Segun el origen del saco embrionario, se denomina diplosporia cuando el saco
se formo a partir de una megaspora materna, ya sea que haya sufrido una mitosis o que no haya
pasado por el proceso de meiosis, y aposporia, cuando el saco embrionario se forma a partir de la
mitosis de una célula somatica de la nucela (Bicknell y Koltunow, 2004). Para los dos casos de la
via gametofitica, el embrion se produce mediante la partenogénesis de una célula diploide en el
saco embrionario y no por la combinacion de gametos como lo es en la reproduccion sexual (Ortiz
et al., 2004). En la ruta esporofitica o también llamada embrionia adventicia, los embriones se
generan a partir de células somaticas de la nucela o del integumento del 6vulo (Bicknell y
Koltunow, 2004). Es comdn que en esta ruta se formen embriones multiples ya que los embriones
generado por las células somaticas comparten junto al embrién de origen sexual, utilizando su
endosperma para desarrollarse (Ortiz et al., 2004). Parael caso de O. ficus-indica ,O. streptacantha
y O. robusta, el embridén apomictico que se genera es mediante la via esporofitica, alcanzando
niveles entre 0,2% y 7% en semillas de O. ficus-indica, 10% a un 18% en O. streptacantha y entre
en 3,6% y 24,7% en O. robusta (Mondragdn Jacobo y Bordelon, 2002). Se han observado algunas
caracteristicas en la apomixis en tuna, siendo bastante facil poder reconocerlas al momento de la
germinacion. El embrion de origen sexual germina primero que los embriones de origen
apomictico, siendo estos mucho mas débiles y lentos en su germinacién (Mondragon-Jacobo y
Bordelon, 1996). También se ha observado un aumento de la germinacion de embriones
apomicticos cuando las semillas son sometidas a condiciones donde el ambiente es favorable para
la germinacion (Mondragon Jacobo, 2001). Para un reconocimiento genético de este fendmeno, se
han propuesto métodos genéticos como RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), en
donde se utilizan primer iniciadores para la identificacion de similitudes entre la planta progenitora
y su descendencia, encontrandose en algunos casos, correlacion con las formas fenotipicas de
seleccion hechas durante la germinacion (Mondragon Jacobo, 2001; Mondragén Jacobo vy
Bordelon, 2002). Otros métodos como AFLPs o microsatelites han sido utilizados para diferenciar
genotipos de Opuntia y podrian ser utilizados para reconocer el origen apomictico del embrion
(Caruso et al., 2010; Sanchez et al., 2014).

Este fendmeno provoca una serie de dificultades en el mejoramiento genético de la tuna ya que
disminuye la variabilidad genética de la poblacidn que se busca aumentar al realizar la propagacion
por semilla (Koltunow, 1993). En los Gltimos afios, se ha buscado utilizar este método para crear
lineas en donde se transmiten caracteristicas de la planta progenitora y se mantienen los beneficios
de una planta reproducida por semilla (Koltunow et al., 1995).

Poliploidia. La poliploidia ha sido un importante mecanismo para la evolucion en las plantas y la
tuna no estd exenta de esto. Esta se define como la posesién de tres 0 mas juegos completos de
cromosomas (haploide) en células, tejidos u organismos (Negron-Ortiz, 2007). Este fenoOmeno
genera modificaciones en el genotipo y fenotipo de las plantas, permitiendo una mejor capacidad
de adaptacion a diferentes condiciones ambientales (Griffith, 2004). Se ha registrado que Opuntia
ficus-indica posee una base haploide de 11 cromosomas y que puede alcanzar niveles de
hexaploidia y octoploidia (Segura et al., 2007). También se han encontrado genotipos silvestres



que poseen una menor ploidia que los cultivares actualmente cultivados (Mondragon Jacobo y
Bordelon, 1996). Es importante considerar la poliploidia en la tuna ya que es uno de los factores
que explica la gran capacidad de adaptacion que posee esta especie, llegando a expresar diferentes
fenotipos dependiendo del lugar en donde se cultive, haciéndola compleja de analizar para la
taxonomia (Romano, 2013). Existen algunas hipétesis sobre los diversos niveles de ploidia que
posee la tuna. Una de estas hipdtesis es que hubo una antigua alopoliploidia con una especie de
Opuntia, como podria ser con O. megacantha, con la que se ha encontrado una estrecha afinidad,
generando un hibrido con una alta ploidia (Griffith, 2004). También se le ha atribuido esta
poliploidia a la manipulacién humana, que a través de los afios, ha seleccionado caracteristicas
relacionadas con mayores ploidia y las ha mantenido en la poblacion (Mondragon Jacobo y
Bordelon, 1996). Otra explicacion es que el concepto de especie, asociado a O. ficus-indica, es solo
un englobe de distintos clones, derivados de una seleccion, y que no estan relacionados
genéticamente, deduciendo que los niveles de ploidia encontradas en tuna son en realidad diferentes
especies que se agruparon por seleccion (Griffith, 2004).

Una de las formas para medir la ploidia es mediante el conteo de cromosomas. La ventaja de esta
técnica es que es posible establecer el nimero de cromosomas de manera directa ya que se cuenta
la cantidad que posee el tejido analizado. La desventaja es que es una técnica laboriosa en la que
no siempre se puede observar los cromosomas, ya sea porque la célula no se encontraba en una
fase de la mitosis, en donde los cromosomas son distinguibles, o por la superposicion que se genera
que hace complejo el conteo de estos (Negron-Ortiz, 2007). Otro método para conocer los niveles
de ploidia es el analisis por citometria de flujo. Este método ocupa un citémetro de flujo con el cual
es posible medir el contenido de ADN en el nucleo celular y compararlo con una medida de
referencia para poder determinar si se presenta ploidia (Dolezel et al., 2007). La ventaja de este
método es la rapidez y precision que presenta para poder determinar el contenido de ADN, la
desventaja es que es un proceso que no mide directamente la ploidia y que necesita una previa
calibracién, ademés de que es mucho méas costoso para ser utilizado que cualquier otro método
(Negron-Ortiz, 2007).



CAPITULO I

Resumen

La tuna es originaria del Golfo de México y el Caribe. En Chile, el fruto se consume fresco, pero
posee ciertas caracteristicas que hacen que su produccion y consumo no sea masivo, como son las
espinas en cladodios y fruto, y gran cantidad de semillas en la pulpa. Existen a nivel mundial pocos
programas de mejoramiento genético para desarrollar nuevas variedades. En el pais la variabilidad
genética que existe es reducida debido que la especie se propaga clonalmente. Sin embrago,
diversos estudios de la biologia reproductiva de la especie, indican que cuando la especie es
propagada sexualmente se observan distintos niveles de ploidia en la descendencia. Por otra parte,
también se ha descrito un origen apomictico en los embriones de la semilla. El objetivo de este
trabajo fue determinar el nivel de ploidia o el origen apomictico del embrién en semillas de nueve
diferentes accesiones de tunas. Para ello, se germinaron semillas de las accesiones y se realizd un
conteo de cromosomas para conocer el nivel de ploidia y se determin6é la presencia de
poliembriones para determinar el eventual origen apomictico del embrion. Los segregantes
provenientes de las accesiones de tuna analizadas presentaron variaciones en el nivel de ploidia,
tanto en relacion con los progenitores como entre ellas. En relacion a la naturaleza apomictica del
embrion, se presentaron individuos de este origen en las accesiones Beterraga, Mexicana, Roja,
Verde y Salmon. La expresion del caracter apomictico fue mejor cuando las condiciones de
germinacion fueron Optimas. Con respecto a las caracteristicas morfologicas de las distintas
accesiones, se puede sefialar que existe una gran variabilidad fenotipica entre las distintas
accesiones, por lo que se sugiere que existe una variabilidad genotipica que puede ser utilizada en
eventuales programas de mejoramiento genetico.

Palabras claves: Tuna (Opuntia), accesion, apomixis, ploidia.



Abstract

The prickly pear is native to the Gulf of Mexico and the Caribbean. In Chile, the fruit is consumed
fresh, but its production and consumption are not massive, because it has thorns in cladodes and
fruits, and has numerous seeds in its pulp. Globally there are very few breeding programs, so most
varieties are spontaneous mutations or chance seedlings. In Chile, genetic variability is reduced
because the species is vegetatively propagated. When the species is sexually propagated there is
abundant segregation in most of the characters, different levels of ploidy and, occasionally,
polyembryonic seeds of apomictic origin are observed. The objective of this work was to
characterize the genetic variability of 9 accessions of prickly pear and determine the existence of
apomixis or changes in the ploidy of seeds from the 9 accessions. To do this, seed of the different
accessions was germinated and chromosomes were counted in the seedlings to determine the level
of ploidy and the presence of polyembryos. With respect to the morphological characteristics of
the different accessions, great genetic variability was detected, particularly in the fruit. Segregants
analyzed from the prickly pear accessions showed variations in the level of ploidy, both in relation
to the parents and among them. In relation to the apomictic nature of the embryo, individuals of
this origin were present in the following accessions: Beterraga, Mexican, Red, Green and Salmon.
Expression of the apomictic character was better when the germination conditions were optimal.

Keyword: Prickly pear (Opuntia), accession, apomixis, ploidy



Introduccion

La tuna (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.) es una especie perteneciente a la familia de las Cactaceas,
que se desarrolla principalmente en las regiones aridas y semiaridas del continente americano. Es
originaria del Golfo de México y el Caribe, desde donde emigré a America del Norte y América
del Sur (CEZA, 2007). A nivel mundial, la tuna se consume fresca y madura, siendo un fruto muy
popular en México. Existen cerca de 32 paises productores de tuna entre los cuales destacan
México, Israel, Italia, Sudéafrica, Estados Unidos y Chile (CEZA, 2007). Actualmente nuestro pais
tiene una superficie plantada que supera las 1500 ha, concentrandose en la zona centro y centro
norte del pais, especificamente en las localidades de El Noviciado, Til-til y el valle del rio Elqui
(Sanhueza, 2010). Su sabor y contenido nutricional ha producido un gran interés en los mercados
de Europa, especialmente en Alemania, Bélgica, Francia y Holanda, convirtiendo a este cultivo en
una opcién viable para la exportacion (FIA, 2015; Alvarez, 2007). Esta demanda por la fruta, en
conjunto con su capacidad de producir con bajos requerimientos hidricos, han colocado a la tuna
como una opcién de cultivo para zonas aridas y semiaridas del pais (FIA, 2015;Sudzuki et al.,
1993).

Si bien este fruto presenta un gran atractivo, posee ciertas desventajas que hacen que su produccion
y consumo no sean tan alto como el de otras especies frutales. La presencia de espinas en los
cladodios y en el pericarpio de los frutos, la baja concentracion de sélidos solubles en la pulpa y la
gran cantidad de semillas (100 a 400 por fruta) son algunas de las caracteristicas que han limitado
su consumo masivo (Cerezal y Duarte, 2005). A través de los afios se ha buscado disminuir estas
desventajas desarrollando nuevas variedades que puedan convertir a la tuna en una opcién de fruta
apetecible por el mercado (Mondragon Jacobo y Bordelon, 1996). Para lograr estos objetivos se
necesita conocer la diversidad genética de la especie, de manera de poder seleccionar genotipos
que tengan estas caracteristicas deseadas. En los diversos paises donde se cultiva la tuna se han
caracterizado las variedades que se cultivan y la diversidad genética que poseen, dando como
resultado diversos programas de mejoramiento genético para obtener variedades mejoradas.
México, por ser el centro de origen de la especie, cuenta con cerca de tres bancos de germoplasma
con un numero de accesiones que varian entre 50 a mas de 150 accesiones (Mondragon-Jacobo y
Bordelon, 1996), entendiéndose por accesion a la muestra viva de una planta, cepa o poblacion
mantenida en un banco de germoplasma para su conservacion o uso (Puldén Padrén, 2006). En
California se han desarrollado alrededor de 130 accesiones con el objetivo de resistir las bajas
temperaturas. Italia y Sudafrica también han desarrollado programas de mejoramiento y generando
sus propios bancos de germoplasma (Mondragon Jacobo y Bordelon, 1996).

En el caso de Chile, la diversidad genética disponible para esta especie es muy limitada debido a
que la propagacion se realiza de manera clonal (Sanhueza, 2010). Una posibilidad para conocer la
variabilidad genética de una especie es determinar la variabilidad presente en plantas propagadas
por semilla. En la tuna, este tipo de propagacién tiene diversas inconvenientes que hace compleja
su utilizacion como herramienta en el mejoramiento genético. Una baja capacidad de germinacion
y un tiempo muy extendido en el crecimiento de la planta (Mondragon Jacobo y Bordelon, 1996)
son algunas de las mayores desventajas a la hora de utilizar la propagacién por semilla. Diversos
estudios en germinacién de semillas de tuna han dado como resultado mejores procedimientos a la
hora de realizar este tipo de propagacion (Altare et al., 2006). Dentro de algunas investigaciones



realizadas han destacado las diferentes caracteristicas morfoldgicas y anatomicas que pueden tener
las semillas de tuna (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000; Mondragon-Jacobo, 2001). Una de
las principales causas a las cuales se le atribuye esta diferencia es a la gran cantidad de semillas
abortadas por fruto, que alcanzar porcentajes de 55% del total (Altare et al., 2006). Este tipo de
semillas tiene un menor tamafio que la mayoria y contribuye a la diversidad de formas que se
encuentran en los frutos de tuna.

Otra causa a la cual se le podria atribuir esta variacion de tamarfio se relaciona con las eventuales
diferencias en los niveles de ploidia o poliploidia dentro de las diversas variedades de tuna.
Mediante estudios citogenéticos en tuna se ha revelado la existencia de diferentes niveles de
ploidia, registrandose alrededor de 12 niveles en el género Opuntia, siendo O. ficus-indica la que
presenta mayor variacion dentro de la especie(Segura et al., 2007; Mondragon-Jacobo y Bordelon,
1996). Diversas investigaciones han relacionado mayores tamafios de las células a mayores niveles
de ploidia, confiriéndole a este tipo de platas mayores tamafios en sus estructuras (Day y Lawrence,
2000). En la tuna se ha observado que el tamafio de fruta y cladodios poseen una correlacién
positiva con los diversos niveles de ploidia que se generan en la especie (Mondragon Jacobo y
Bordelon, 1996). También se ha registrado una correlacion positiva entre el diametro del polen y
el nivel de ploidia en el género Schlumbergera de la misma familia de las Cactaceas (Parks y Boyle,
2003). Conocer el grado de ploidia que tienen las plantas es una herramienta Gtil en el mejoramiento
genético, ya que puede ser utilizado para conocer las diferentes expresiones fenotipicas que pueden
tener, como un mayor vigor y mejor adaptacion al medio ambiente, y para realizar cruzamientos
entre plantas que puedan ser compatibles segun su ploidia (Negrén-Ortiz, 2007).

Ademaés de la poliploidia y de las semillas abortadas, se ha detectado que la apomixis podria generar
variaciones morfoldgicas en las semillas. En este proceso el embridn que se forma es genéticamente
idéntico a la planta madre generando un clon en lugar de una semilla hibrida (Koltunow et al.,
1995). En el caso de las Cactéceas, este tipo de reproduccién ocurre frecuentemente en el género
Opuntia en donde se genera una apomixis del tipo esporofitica (Reyes-Aguero, Aguirre R., &
Valiente-Banuet, 2006). Segin Mondragon-Jacobo (2001), se ha reportado que este fendmeno llega
a alcanzar cerca del 20% de los embriones generados. Las semillas que se generan a partir de
embriones de origen apomictico se pueden identificar por ciertas caracteristicas que desarrollan.
En estas semillas se produce una poliembrionia generada por un embrion de origen sexual y otro
apomictico en la misma semilla (Mondragon Jacobo y Bordelon, 1996), observandose que cuando
estas germinan, se generan mas de una plantula por semilla. Ademas, las semillas que poseen un
embrion de origen apomictico se demoran mucho més en germinar que las que poseen embriones
generados de forma sexual (Mondragon Jacobo, 2001). Para el caso del mejoramiento genético, la
apomixis tiene ventajas y desventajas. Si el objetivo es poder generar un material genético y poder
mantenerlo en el tiempo, la apomixis es una buena herramienta ya que los embriones que genera
son identicos a la planta madre (Koltunow et al., 1995), pero si el caso es poder ver resultados de
cruzamientos o aumentar la variabilidad genética, la apomixis es considerada una gran limitante.

En el presente trabajo, se pretende caracterizar la descendencia de diferentes accesiones de tuna en
cuanto a su ploidia y apomixis, lo cual resulta indispensable de hacer si se pretende a futuro
desarrollar un programa de mejoramiento genético en esta especie.

Hipotesis
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Distintas accesiones de tuna presentan variaciones en el nivel de ploidia o en la naturaleza
apomictica del embrion presente en las semillas.

Objetivo General

Determinar el nivel de ploidia o el origen apomictico del embrién en semillas de diferentes

accesiones de tunas.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar anatdmica y morfoldégicamente las plantas, frutos y semillas de diferentes
accesiones de tuna.

2. Determinar el grado de ploidia de los embriones provenientes de la germinacion de las semillas

de distintas accesiones de tuna.
3. Identificar la naturaleza apomictica del embrion en semillas de distintas accesiones de tuna.

Materiales y métodos



11

Ubicacion del estudio

La recoleccién de semillas se realizé en el jardin de variedades de tunas de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile (33°34'10.54"S 70°38'6.24"0), Region Metropolitana de
Santiago de Chile. La germinacion de las semillas y los posteriores andlisis de estas se desarrollaron
en la misma Facultad de Ciencias Agrondmicas.

Material bioldgico.
Para el presente trabajo se colectaron 20 frutos maduros de tuna por cada una de las 9 accesiones
seleccionadas presentes en el jardin de variedades de la Facultad de Ciencias Agronémicas. El

listado de las variedades utilizadas en este estudio aparece en el siguiente cuadro:

Cuadro 1: Accesiones de tunas.

Numero Acesiones Especie registrada
1 Tuna Verde Opuntia ficus-indica
2 Tuna Salmon Opuntia ficus-indica
3 Tuna Roja Opuntia ficus-indica
4 Tuna Naranja Opuntia ficus-indica
5 Tuna Morada Opuntia ficus-indica
6 Tuna Mexicana Opuntia amyclaea
7 Tuna Gold Opuntia ficus-indica
8 Tuna Beterraga Opuntia ficus-indica
9 Tuna Baby Opuntia ficus-indica

Se procedi6 a extraer 200 semillas de los frutos seleccionados por accesién para luego germinarlas
segun el método realizado por Mondragon (2001), en donde las semillas fueron sumergidas dos
veces en agua con una temperatura inicial de 80°C hasta llegar a temperatura ambiente y dejadas
en remojo por 24 horas en agua con temperatura inicial de 80°C. A continuacion, fueron
esterilizadas durante 10 minutos en una solucion de hipoclorito de sodio al 15% y lavadas con agua
destilada estéril por 4 minutos. Se sembraron en almacigueras de “plumavit” con un sustrato de
turba y perlita (1:1) y se colocaron en un invernadero climatizado a 20°C+5°C con humedad relativa
no controlada. También se realiz6 una germinacion, segn el método realizado por Altare et al
(2006), a un grupo de 50 semillas por accesion en donde se procedié a hacer una escarificacion
con acido clorhidrico al 98% durante 5 min y un posterior lavado con agua destilada estéril durante
3 min. Al igual que el grupo anterior, estas fueron esterilizadas en una solucion de hipoclorito de
sodio y colocadas en placas para ser germinadas en una camara de crecimiento a 25°C. Las semillas
germinadas se trasplantaron a maceteros plasticos para continuar con su crecimiento en el
invernadero.

Disefio experimental.
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Para este trabajo se midieron caracteristicas de las plantas y frutos de cada accesion seleccionada
segun descriptores escogidos (Anexo 1) y se realizé un analisis de conglomerado. Para el caso de
la caracterizacion de las semillas, se realizé un analisis de varianza con 8 repeticiones por cada
accesion. También se realiz6 un analisis de varianza para el test de viabilidad, donde sometieron
25 semillas por accesion a la tincion de trifenil tetrazolio, repitiendo este tratamiento tres veces.
Luego, utilizando el protocolo de Mondragon (2001), se colocaron a 24 semillas por accesion a
germinar en almacigueras, repitiendo esto en 8 almacigueras, y se realizé un analisis de varianza.
Utilizando el protocolo de Altare et al. (2006), se colocaron las 25 semillas por accesion en placas
de germinacion, repitiendo esto dos veces. Posteriormente, con la descendencia obtenida, se
identifico el nivel de ploidia midiendo tres placas de muestras por accesion, obteniendo el numero
modal, en caso que se presente o el promedio de los cromosomas por accesion. Para el origen
apomictico del embrion, se registré la cantidad de semillas en las que germinaba méas de una
plantula.

Evaluaciones

Caracterizacion de las plantas y frutas. Se realizé una caracterizacion de las accesiones en cuanto
a descripciones morfoldgicas de la planta (habito de crecimiento, forma cladodio, presencia de
espinas, etc) y la fruta (Peso, largo y diametro del fruto, grosor de cascara). Se observaron tres
plantas y 20 frutos por accesion para hacer este analisis.

Caracterizacion anatomica y morfolédgica de las semillas. Para la caracterizacion morfolégica,
se midio el tamafio de 50 semillas, considerando el didmetro y grosor. Para la caracterizacion
anatémica, se realizaron cortes de un grupo de semillas determinando la proporcion de la testa que
estds poseian observandolas mediante una lupa (marca Konus Crystal-45, Italia) y registrandola
con una cdmara digital (marca Tucsen).

Test de viabilidad. Dentro de cada accesion, se observo semillas diferentes tamafios,
distinguiéndose un grupo de semillas grandes (>2mm) y otro de semillas pequefias (<2mm). Se
consideré 2 mm luego de una medicién previa del tamafio de las semillas. Se realizé una prueba de
viabilidad con el Test de Tetrazolio a los dos grupos de semilla por cada accesion, para comprobar
si el tamafio més pequefio correspondia a semillas abortadas. Se seleccionaron 25 semillas de cada
grupo por accesion y se les realizé un corte para la observacién de la tincion del embridn. Estas se
sometieron a una solucién de trifenil tetrazolio (1%) por 24h a 25°C. Luego del tiempo requerido,
se registrd los embriones que se tefiieron.

Germinacion de las semillas. Desde el momento de la siembra, se fueron registrando las semillas
gue germinaron segun accesion y protocolo utilizado.

Nivel de ploidia. Para determinar la ploidia se obtuvieron los cromosomas metafasicos de muestras
de raices de las plantas germinadas. Las muestras se sometieron a un pretratamiento con colchicina
al 0.05% durante 2 hrs a temperatura ambiente, para inhibir la mitosis, y luego se sumergieron en
el reactivo de Farmer durante 24 h a 4°C, para una fijacion de los procesos vitales. Posteriormente
se realiz6 un proceso de hidrolisis acida con HCI al 1N en un agitador con estufa a 50°C durante 6
minutos para romper la pared celular. Se lavaron las muestras con agua destilada y se tifieron con
orceina acética al 1% durante 20 min a temperatura ambiente para poder ser observadas en el
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microscopio (BA310 Trinocular marca Motic). Se tomaron fotos digitales de las células que se
encontraron cromosomas con la cdmara digital (Moticam 5, 5 MP).

Origen apomictico del embrion. Para analizar el origen apomictico, a los 120 dias de sembradas,
se contabilizd, dentro de cada accesion, las plantulas que obtuvieron un mayor tiempo desde
siembra hasta germinacion y las que presentaban mas de una plantula por espacio de las
almacigueras (Mondragon Jacobo, 2001).

Anadlisis estadistico

Para poder estudiar la informacion, se utilizo el software estadistico InfoStat y se realiz6 un analisis
de varianza al test de viabilidad, caracteristicas de las semillas y de la germinacion de las estas al
5% de nivel de significancia. Para la caracterizacion de las plantas y frutos se realiz6 un analisis de
conglomerado con distancia euclidea y un dendrograma que representa graficamente el analisis.
Para el caso del nivel de ploidia se realiz6 un andlisis descriptivo considerando un numero modal
o promedio por accesion, dependiendo de los resultados que se obtengan de las muestras.
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Resultados y discusion

Caracterizacion de accesiones

Para una adecuada caracterizacion de las accesiones elegidas, se procedid describirlas basdndose
en algunos descriptores estandarizados (Anexo 1) aceptados internacionalmente (Chessa y Nieddu,
1997).

Tuna 'verde’

Cuadro 2: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Verde.

Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Medio (1,5-2 m)
Forma de planta Redondeada
Habito Arbustivo
Forma cladodio Eliptica
Espinas Sin espinas
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Ovoide
Largo (cm) 8,29
Ancho (cm) 5,69
Peso (g) 142,35
Solidos solubles (° Brix) 16,32
Color piel Verde
Grosor de la piel del fruto(mm) 4,60
Color pulpa Verde claro
Numero de semillas Medio (<300)
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Figura 1: Imagen de planta de accesion Verde y su fruto.




Tuna 'Salmén’

Cuadro 3: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Salmon.

Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Alto (>2 m)
Forma de planta Elongada
Habito Vertical
Forma cladodio Ovoide
Espinas Pocas
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Ovoide
Largo (cm) 8,27
Ancho (cm) 5,94
Peso (g) 173,86
Solidos solubles 15,12
Color piel Naranja
Grosor de la piel del fruto(mm) 3,44
Color pulpa Naranja

Numero de semillas

Medio (<300)

igura 2: Imagen de planta de accesion Salmen y su fruto.




Tuna 'Roja’

Cuadro 4: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Roja.
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Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Alto (>2 m)
Forma de planta Elongada
Habito Vertical
Forma cladodio Eliptica
Espinas Pocas
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Ovoide
Largo (cm) 7,43
Ancho (cm) 4,29
Peso (g) 104,76
Solidos solubles 15,42
Color piel Roja
Grosor de la piel del fruto(mm) 2,90
Color pulpa Rosada

Numero de semillas

Medio (<300)
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Figura 3: Imagen de p|
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anta de accesion Roja y su fruto.




Tuna 'Naranja’

Cuadro 5: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Naranja.
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Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Alto (>2 m)
Forma de planta Elongada
Habito Vertical
Forma cladodio Eliptica
Espinas Pocas
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Ovoide
Largo (cm) 8,21
Ancho (cm) 591
Peso (g) 159,90
Solidos solubles 15,16
Color piel Naranja
Grosor de la piel del fruto(mm) 3,89
Color pulpa Naranja

Numero de semillas

Medio (<300)
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Figura 4: Imagen de planta de accesion Naranja y su fruto.




Tuna 'Morada'

Cuadro 6: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Morada.

Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Alto (>2m)
Forma de planta Elongada
Habito Vertical
Forma cladodio Ovoide
Espinas Pocas
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Ovoide
Largo (cm) 8,20
Ancho (cm) 5,50
Peso (g) 126,30
Solidos solubles 14,76
Color piel Morada
Grosor de la piel del fruto(mm) 6,36
Color pulpa Morada
Numero de semillas Alto (>300)

B o

Figura 5: Imégen de planta de accesion Mo

rada y su fruto.
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Tuna "Mexicana' (O. amyclaea)

Cuadro 7: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Mexicana.

Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Alto (>2 m)
Forma de planta Elongada
Habito Vertical
Forma cladodio Eliptica
Espinas Abundante
Gloquidios Intermedio
Descriptor de fruta

Forma Oblonga
Largo (cm) 8,37
Ancho (cm) 5,00
Peso (g) 114,27
Solidos solubles 16,06
Color piel Verde claro
Grosor de la piel del fruto(mm) 3,57
Color pulpa Verde claro

Numero de semillas

Medio (<300)

Figura 6: Iagn de pl‘aﬁta de accesién Mexicana y su fruto.




Tuna 'Gold’

Cuadro 8: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Gold.
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Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Medio (1,5-2 m)
Forma de planta Redondeada
Habito Arbustiva
Forma cladodio Eliptica
Espinas Sin espinas
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Ovoide
Largo (cm) 6,43
Ancho (cm) 5,01
Peso (g) 91,69
Solidos solubles 18,20
Color piel Amarilla
Grosor de la piel del fruto(mm) 3,24
Color pulpa Verde claro

Numero de semillas

Pocas (100-200)




Tuna 'Beterraga’

Cuadro 9: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Beterraga.
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Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Medio (1,5-2 m)
Forma de planta Redondeada
Habito Arbustiva
Forma cladodio Redonda
Espinas Sin espinas
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Redonda
Largo (cm) 6,59
Ancho (cm) 6,17
Peso (Q) 143,39
Solidos solubles 12,65
Color piel Morado
Grosor de la piel del fruto(mm) 4,35
Color pulpa Morado

Numero de semillas

Medio (<300)

7

Figura 8: Imagen de Ianta de accesion Bete

rraga y su fruto.




Tuna 'Baby"

Cuadro 10: Descripcion de la planta y fruto de la accesion Baby.

22

Descriptor de planta Valor
Tamario de planta Medio (1,5-2 m)
Forma de planta Redondeada
Habito Arbustiva
Forma cladodio Ovoide
Espinas Abundante
Gloquidios Pocas
Descriptor de fruta

Forma Ovoide
Largo (cm) 4,99
Ancho (cm) 3,66
Peso (g) 31,37
Solidos solubles 9,71
Color piel Rosado
Grosor de la piel del fruto(mm) 3,19
Color pulpa Rosado
Numero de semillas Bajo (<100)

i

Figura 9: Imagen de planta de accesion Baby y su fruto.
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Anaélisis de conglomerado. Con los datos de planta y frutos se realiz6 un analisis de conglomerado
con el objetivo de encontrar similitudes entre las accesiones elegidas. Se puede observar en el
dendrograma de la Figura 10 que existe una gran distancia entre 'Baby' y las demas accesiones.
Figura 10: Dendrograma de las accesiones segun los descriptores utilizados.

Mexicana
Verde
Salmon
Naranja
Morada I
Roja
Gold
Beterraga
Baby

Distancia: (Euciides)

0.00 1.74 3.48 522 6.96

Es posible que la accesion Baby sea un hibrido o sencillamente sea otra especie de Opuntia que se
consider6 como un ecotipo de O. ficus-indica (Griffith, 2004). Comparando las descripciones
morfoldgicas que existen de otras especies de Opuntia con 'Baby’, es posible encontrar bastantes
similitudes entre esta y O. streptacantha (Romano, 2013). Como se puede observar en la Figura
11, O. streptacantha posee similitudes morfoldgicas con cladodios con una alta presencia de
espinas y frutos de color rojo a rosado de tamafio pequefio. Para poder determinar si pertenece a
esta especie seria necesario utilizar el método RAPD, AFLPs o microsatelite para poder comparar

Se puede observar que la tuna Mexicana y Beterraga tambien presentan una mayor distancia con
el resto de las accesiones, con excepcion de 'Baby'. Segun los registros de la Universidad de Chile,
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'Mexicana' esta clasificada como Opuntia amyclaea, por lo que se explican las diferencias que
existe entre esta y las demas accesiones. Para el caso de '‘Beterraga’ se desconoce si puede ser otra
especie. Es posible que posea alguna relacion con O. rubusta como se observa en la Figura 12
(Romano, 2013), por su parecido en la morfologia de sus cladodios y sus frutos, aunque sin un
analisis a nivel molecular es dificil poder determinar su parentesco.

Figura 12: Imagen de planta (A), frutos (B) y frutos en cladodios (C) de O. rubusta.

Para el caso de las tunas Salmon y Naranja, el dendrograma muestra que son las méas cercanas entre
todas las accesiones. Segun las observaciones y mediciones realizadas a estas dos acciones, €s
probable que solo hayan sido registradas como distintas pero que sean la misma accesion.

Caracterizacion de las semillas

Se caracterizaron semillas de cada accesion midiendo el largo y ancho de la semilla. También se
midié el grosor de la testa (Cuadro 11).

Cuadro 11: Largo y ancho de semillas y grosor de testa segun accesiones.

Caracteristicas Verde Salmon Roja Naranja Morada Mexicana Gold Beterraga Baby

Largo (mm) 3,44B  3,42B 4,00A 4,06A 4,20A 4,19A 3,31B  3,20BC 2,71C
Ancho (mm) 131A  131A 124A 124A 1,33A 1,41A 1,43A 1,21A 1,25A
Grosor testa 0,68BC 0,71BC 0,98A 0,83AB 0,85AB 0,62C 0,28D 0,34D 0,34D

(mm)

Porcentajes unidos por letras distintas en sentido horizontal indican diferencias estadisticamente significativas entre
las accesiones dentro de cada caracteristicas de las semillas, segun test de Tukey, p-valor<0,05.

Se puede observar que la tuna Baby es la que posee un menor tamafio de semilla, asociado al
tamarfio que posee de la fruta, que es el menor de todos. Las accesiones Morada, Mexicana, Naranja
y Roja son las que posee un mayor tamafio de semilla significativamente. Analizando el grosor de
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la testa de la semilla, se observa que 'Gold', 'Baby' y 'Beterraga’ son la que posee el
significativamente un menor grosor. Esto es importante de destacar ya que al momento de la
germinacion, el grosor de la testa determina la facilidad con la que se desarrolla la salida radicular
de la semilla (Altare et al., 2006).

Dentro de cada accesion, las semillas se encuentran diferencias segin el tamafio de estas,
distinguiéndose un grupo de semillas grandes (>2mm) y otro de semillas pequefias(<2mm) (Figura
13).

Figura 13: Semillas pequefias (A) y semillas grandes (B) de la accesion Verde.

Como se observa en el cuadro 12, las semillas pequefias poseen un menor porcentaje de viabilidad,
indicando que su tamafio se debe al aborto o inviabilidad del embrion. También se observa que no
hay diferencias estadisticamente significativas entre las accesiones segun la viabilidad, indicando
que todas las accesiones parten con las misma condiciones para su germinacion.

Cuadro 12: Resultados de la prueba de viabilidad para cada grupo de semillas segin accesion.
Tincion en semillas (%)

Accesion Grandes Pequeiias
Baby 81 Aa 11 Bb
Beterraga 87 Aa 10 Bb
Gold 81 Aa 8 Bb
Mexicana 95 Aa 23 Bb
Morada 72 Aa 20 Bb
Naranja 87 Aa 17 Bb
Roja 96 Aa 17 Bb
Salmoén 99 Aa 12 Bb
Verde 88 Aa 15 Bb

Porcentajes unidos por letras minasculas distintas en sentido horizontal indican diferencias estadisticamente
significativas entre la viabilidad de las semillas grandes y pequefias, letras mayuUsculas distintas en sentido
vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre las accesiones segin test de Tukey, p-
valor<0,05.

Germinacion. Como se observa en el cuadro 13, la accesion que obtuvo un mayor porcentaje de
germinacion en los dos protocolos fue 'Beterraga’. Se observa que, utilizando el protocolo de Altare
(2006), germinan las accesiones que no germinaron utilizando el otro protocolo, esto debido a que
en este protocolo se realiza una escarificacion con acido clorhidrico que degrada la testa lignificada
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de las semillas favoreciendo el desarrollo radical al momento de la germinacién (Olvera-Carrillo
et al., 2003). Otro factor que favorecid la germinacion en el protocolo Altare (2006) fue la cdmara
de crecimiento en la que fueron colocadas las semillas ya que mantenia una temperatura constante
de 25°C y un mayor periodo de luz (Altare et al., 2006).

Cuadro 13: Porcentaje de germinacion de las accesiones segun protocolo utilizado.

Germinacion (%)

Accesion Protocolo Mondragén (2001) Protocolo Altare (2006)
Baby 1B 22B
Beterraga 47 A 74 A
Gold 0B 26 B
Mexicana 4 B 32B
Morada 0B 24 B
Naranja 1B 14 B
Roja 0B 2 C
Salmédn 0B 0C
Verde 2 B 24 B

Porcentajes unidos por letras mayusculas distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de germinacion entre las accesiones segun test de Tukey, p-valor<0,05.

Como se puede observar, las accesiones que poseen un mayor grosor de testa (Cuadro 11) fueron
las que alcanzaron un menor porcentaje de germinacion (Cuadro 13), asociado a lo dicho
anteriormente sobre el impedimento fisico de la testa lignificada para la germinacion, aun
sometiéndolas a un proceso de escarificacion.

Ploidia de la descendencia de las accesiones

Existe poliploidia en las accesiones de tunas seleccionadas y en la descendencia que estas poseen
(Cuadro 14). Se conoce para el género Opuntia, especificamente para O. ficus-indica, que el
namero base de cromosomas es Xx=11 y que esta especie puede alcanzar diferentes niveles de ploidia
(2n=2x, 2n=4x, 2n=6x, 2n=8x, etc) (Mondragon Jacobo y Bordelon, 1996; Segura et al., 2007). De
acuerdo con esto, los resultados, al realizar el conteo de cromosomas, son coherentes con las
ploidias que puede tener la tuna. La variacion en los nimeros obtenidos se puede explicar debido
a que al utilizar este método existe la posibilidad de que los cromosomas se pueden sobreponer
unos con otros al momento de la observacion provocando que en algunos casos el conteo sea
variable (Figura 14) (Negron-Ortiz, 2007).



27

-

-

Z:’-' Y 2
£

‘r-ﬂa g

-

b

,

-H ‘/* - ’4,‘-. ‘ :

Figura 14: Imagenes de cromosomas en la célula en accesion Verde (A, B, C) y Morada (DyF).

Cuadro 14: Numero modal o promedio de cromosomas segun parentales y segregantes para cada
accesion.

NuUmero de cromosomas

Accesion Parental Segregante
Verde 39 26 +2
Naranja 40+14 59
Morada 60 46+19
Mexicana 62+14 ar
Gold 46+11 4416
Beterraga 19 32
Baby 36 22

También se puede observar en el cuadro 14, un aumento o disminucion de la ploidia en algunas
variedades al comparar la descendencia con respecto al parental. Estas variaciones se pueden
explicar debido al mecanismo por el cual se produce la ploidia, que es mediante una reduccion o
duplicacion en el nimero de cromosomas en las células sexuales, provocando que al combinarse
puedan generar un nuevo nivel de ploidia, distinto al de la planta parental (Bretagnolle y Thompson,
1995). La poliploidia encontrada en estas accesiones y su descendencia muestra una fuente de
diversidad genética que puede desarrollarse para ser utilizada en un posterior mejoramiento
genético, logrando obtener variedades con caracteres requeridos para las condiciones del pais.
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Origen apomictico del embrion

Para poder distinguir si en algunas accesiones existia un origen apomictico del embrion, se
observaron las semillas germinadas que poseyeran dos 0 méas plantulas por semilla. Al utilizar el
protocolo de Mondragon (2001) solo se observé apomixis en la accesion Beterraga y Mexicana, en
cambio, utilizando el protocolo de Altare (2007), la apomixis se presentd en las accesiones de
Beterraga, Mexicana, Roja, Verde; en donde algunos casos aprecia mas de dos plantulas por
semilla. La mayor expresion de la apomixis en el protocolo de Altare (2007) es explicada por las
condiciones a las que fueron sometidas las semillas al momento de la germinacidon. Se ha registrado
que en condiciones de germinacion Optima (25°C) aumenta la germinacion de embriones
apomicticos ya que facilitan el crecimiento y desarrollo de estos que son mas débiles que los
embriones generados de manera sexual (Mondragon Jacobo, 2001).

La presencia de apomixis esta muy relacionada con las especies que generan poliploidias
(Koltunow et al., 1995). Existen tres hipdtesis con respecto a esta correlacion entre estos dos
fendmenos. Una hipdtesis es que estos dos fendmenos son provocados en respuesta a los mismos
factores ambientales de estrés, hidrico, salino, etc, con el proposito de poder sobrevivir y colonizar
de mejor manera en estos ambientes, al ser poliploides existe la posibilidad de que tengan expresion
de algunos caracteres que los ayuden a sobrevivir (Soltis et al., 2004). Una segunda hipdtesis es
que la poliploidia favorece tipos de reproducciones asexuales como la apomixis, esto debido a que
la poliploidia podria interferir en la reproduccion sexual dejando a la reproduccion asexual como
unico método para propagarse (Vallejo-Marin, 2014). La tercera hipétesis es que la reproduccion
asexual facilita la poliploidia ya que permite la persistencia de estos genotipos en la poblacion a
través del tiempo (Vallejo-Marin, 2014). La tuna puede ser considerada como la mejor exponente
de estas hipdtesis ya que es una especie que se ha prosperado en climas adversos y posee una
reproduccion asexual muy desarrollada que le ha permitido generar estos dos fendmenos de manera
muy persistente. EI encontrar que este fendmeno se genere en genotipos introducidos en Chile
puede ser una herramienta Gtil al momento de querer mantener algun caracter ya establecido.
También, en el caso de querer aumentar la diversidad del material genético disponible, el conocer
gue se genera apomixis en estos genotipos puede ser util para discriminar y no seleccionar estos
individuos, de manera de dejar las plantas que se presenten con un origen sexual.
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Conclusiones

1. Los segregantes provenientes de las accesiones de tuna analizadas presentaron variaciones en el
nivel de ploidia, tanto en relacion con los progenitores como entre ellas. Estas variaciones son
coherentes con lo reportado por otros investigadores para esta especie.

2. En relacién a la naturaleza apomictica del embrion, se presentaron individuos de este origen en
las accesiones Beterraga, Mexicana, Roja, Verde y Salmon. La expresion del caracter
apomictico fue mejor cuando las condiciones de germinacion fueron optimas, es decir, las
semillas apomicticas son mas exigentes en cuanto a las condiciones requeridas para germinar.

3. Con respecto a las caracteristicas morfoldgicas de las distintas accesiones, se puede sefialar que
existe una gran variabilidad fenotipica entre las distintas accesiones, lo que sugiere una posible
variabilidad genética que permitiria su uso en eventuales programas de mejoramiento genético.
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ANEXO 1

Descriptores utilizados para las plantas y frutos de las accesiones (Chessa y Nieddu, 1997)

7.1.2 Plant size

(Height < 1.5 m)
g i,[n;glilum (Heighf 1.6-2.0m)
7 Large (Height > 2.1 m)
7.1.3 Plant shape
1 Flat (Width > height)
2 Round (Width = height)
3 Elongate (Width < height)

e i L B

Elongate

Fig. 3 Plant shape

7.1.5 Habitus

Upright
Medium
Spreading
Prostrate
Shrubby
Arborescent

oOwnhWN=

Prostate Shrubby Arborescent

Fig. 4 Plant habitus
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7.3.1 Cladodes shape

1 Qvate
2 Round
3 Elliptic

——

e G

Round Elliptic

Fig. 5 Cladodes shape

7.3.12 Spines 7.3.17 Glochides
0 Absent 0 Absent
3 Few 3 Few
5 Intermediate 5 Intermediate
7 Many 7 Many

7.5 FRUIT DESCRIPTOR
Average of 20 healthy fruits at harvest time (colour break)

7.5.1 Shape

1 Ovoid
2 Round
3 Elliptic
4 Oblong

L=

Ovoid Round Elliptic Oblong
Fig. 6 Fruit shape
9. |
7.5.19 Pulp colour 7.5.22 Seed number (n/fruit) 7.5.10 |1>ee| °\; }‘:‘t"
1 Green 1 Very few (< 100) /hite
2 White 2 Few (101-200) 2 Light green
3 Light yellow 3 Medium (201-300) 3 Greenish
4 Yellow 4 Many (301-500) 4 Yellow
5  Dark yellow 5 Very many (> 500) 5  Dark yellow
6  Orange 6 Orange
5 R 8§  Red
?0 E,::l;:d 9 Deep red
11 White-pink 10 Purple
11  Mottled

12 Yellow-orange
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