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I. Resumen general

La mutagénesis in vitro es una practica comun para el mejoramiento genético de cultivos con valor
alimenticio. Entre los agentes mutagénicos, la radiaciéon gamma ha demostrado ser eficaz para generar
lineas vegetales con caracteristicas mejoradas en cultivos de agave, ginseng, arroz, etc. Dando como
resultado, lineas sobreproductoras de metabolitos secundarios, resistencia a estreses abidticos y
bidticos, y cambios morfoldgicos. Si bien esta técnica ha sido ampliamente aplicada, se recomienda
para cultivos con complejidad genética, dificultad de germinacién de semillas y ciclos de largo
crecimiento, tal como las especies de nopal verdura (Opuntia spp.); quienes ademas de cumplir con
estas condiciones han resaltado por contenido nutrimental y fitoquimico como los polifenoles,
compuesto reconocidos por su diversidad bioactiva, etc. Debido a lo anterior el presente trabajo
pretende inducir variantes genéticas por irradiacion gamma en nopal verdura (Opuntia velutina) para
la seleccion de material con caracteristicas morfologicas sobresalientes, aumento en la produccion de
polifenoles y capacidad antioxidante.

La investigacion presento seis objetivos particulares, por lo que la metodologia se estructur6 en seis
etapas y que se describen a continuacion: 1) Se desarrollé un método de establecimiento in vitro de
meristemos de nopal, utilizando cuatro tratamientos (T1, T2, T3, T4) y un control (solo con aguaje
de agua corriente), distinguiéndose entre si por los tiempos de exposicion solucion de cloro comercial
(0, 5, 10, 15 min, respectivamente). Los meristemos fueron colocados en medio MS y se determino
el porcentaje de explantes asépticos, mortalidad por oxidacion, contaminacién de hongos y bacterias.
2) Los meristemos in vitro fueron expuestos a dosis entre 5 y 125 Gy de radiacion gamma. Se
monitoreo el porcentaje de oxidacion, brotacion, curva de radiosensibilidad y se establecio la dosis
de radiacion gamma inhibitoria del 50% del porcentaje de brotacién (DLso). 3) Los materiales
sobrevivientes post irradiacion fueron multiplicados hasta la obtencion de la cuarta generacion (Va).
Donde se registraron las medidas longitudinales, horizontales, transversales, numero de brotes y
raices. Los materiales de O. velutina con caracteristicas contrastantes permitieron una primera
seleccion de 27 presuntos materiales mutantes. 4) Los materiales seleccionados en la etapa anterior,
se sometieron a un analisis de variabilidad genética mediante el usd seis marcadores ISSR. Los
patrones de amplificacion se registraron en una matriz binaria con la que se determinoé el total de
bandas amplificadas, nimero de bandas polimorficas y porcentaje de polimorfismo. Estos resultados
permitieron una segunda seleccion de material. 5) Los materiales seleccionados fueron aclimatados,
liofilizados y macerados con etanol (80%). En los extractos se cuantifico los polifenoles (CPT),
flavonoides (CFT), clorofilas (Ca, Cb y Ca + Cb) y carotenoides (Cx + c), asi como de capacidad
antioxidante de los radicales DPPH, ABTS y FRAP. 6) Finalmente, se realizd6 un analisis
metabolomico no dirigido, en los materiales OUMO05-01, OUMO05-30 y OUM2534, se determind los
caracteres diferenciales de cada linea, los cambios de pliegue, analisis funcional de vias metabdlicas
y se identificaron tentativamente los metabolitos presentes en la linea OUMO05-01.

Los resultados recabados para la primera etapa se estableci6 un sitio de colecta de un huerto comercial
ubicado en el municipio de Ziracuaretiro, Mich. El material fue identificado y depositado en el
INECOL Herbario del Instituto de Ecologia A. C. Centro Regional del Bajio (INECOL) como
Opuntia velutina. Por otro lado, durante el establecimiento in vitro se manifest6 mayor sobrevivencia
para el T1 con 66%, siendo estadisticamente diferente al control (p < 0.05). En la segunda etapa, se



observo el 100% de oxidacion de explantes en los tratamientos de 50 a 125 Gy. Los porcentajes de
brotacion mas altos se reportaron en los tratamientos comprendidos entre 5 y 20 Gy (90, 76, 74 y 70%
respectivamente). El promedio de brotes por explantes y CFB mostraron una respuesta inversamente
proporcional a la dosis de radiacion, mientras la DLso fue calculada en 22.8 Gy.

Los resultados obtenidos de la tercera etapa se presentaron 178 poblaciones en la generacion V4. Se
identificaron 27 materiales con incremento en longitud (50-100%), nimero de brotes (hasta seis veces
mas) y raices (hasta cinco veces mas), respecto al material de referencia. Los materiales se sometieron
a un analisis de variabilidad genética, en donde cinco materiales no presentaron polimorfismo, sin
embargo, los 22 materiales restantes presentaron porcentajes de polimorfismo entre 2.1 y 25.6%. El
dendrograma exhibié nueve agrupaciones en donde destaco el séptimo (OUMO5-30), octavo
(OUM15-09 y OUM10-13) y noveno (OUM?20-27) con las mayores distancias (0.49) al control y
0.42 entre ellas. Con estos resultados se seleccionaron diez materiales: ocho de ellos, identificados
como lineas mutantes en comparacion al material de referencia (OUMO00-00).

Los resultados obtenidos es la quinta etapa, lograron evidenciar incrementos del CPT (5-30%), CFT
(20%), Ca (15-120%), Cb (8-75%), Ca+ Cb (20-100%), Cx + ¢ (30-97%), DPPH (-18 a -43%), ABTS
(-42% a + 8%) y FRAP (1-67%), respecto al control (10.39 + 0.19, 6.07 + 0.19, 0.49 £ 0.005, 0.26 £
0.03, 0.75 £ 0.03 y 0.25 £+ 0.02 mg/g, respectivamente), siendo los materiales OUMO05-01, OUM20-
24, OUM20-29 y OUM25-34 los que destacaron estadisticamente (p < 0.05). Los analisis
espectrofotométricos permitieron agrupar tres conglomerados (CG). El CG1 estuvo compuesto por
OUMO05-01, OUM10-15, OUM15-09, OUM20-24, OUM20-29, y OUM?25-34, con mayor contenido
fitoquimico y potencial antioxidante.

El andlisis metabolémico no dirigido de extractos de tres variantes genéticas de O. velutina (OU-
0501, OUMO05-30, OUM25-34) y su control (OUMO00-00) revel variabilidad metabélica contrastante
al control. El analisis de agrupacion jerarquica clasificd los materiales en dos subgrupos: el primero
con OUMO00-00 y OUMO05-01, y el segundo con OUMO05-30 y OUM25-34. El analisis funcional de
rutas metabolicas involucré 78 rutas globales, en donde la linea OUM 05-01 y OUMO05-30 destacaron
en la biosintesis de flavonoides e isoflavonoides, biosintesis de fenilpropanoides, metabolismo de
esfingolipidos, biosintesis de pantotenato. Las identificaciones tentativas de los compuestos (cambio
de pliegue > 2 y p < 0.05) presentes en la linea OUM 05-01 sugieren la presencia de naringenina,
apigenina, luteolina, genisteina, quercetina, kaempferol taxifolina y miricetina, asimismo &cido
citrico, y escopoletina, compuestos reconocidos por sus propiedades bioactivas.

Tras los resultados, se propone a la linea OUM 05-01 como un candidato prometedor derivado de
mutagénesis in vitro en O. velutina obtenido por irradiacion gamma, con caracteristicas morfoldgicas
y fitoquimicas superiores a su material progenitor.

Palabras clave: antioxidantes, fitomejoramiento, irradiacion ionizante, ISSR, metabolomica,
mutaciones.



1. Abstract

In vitro mutagenesis is a common approach for the genetic improvement of food crops. Among
mutagenic agents, gamma radiation has proven effective in generating plant lines with enhanced traits
in crops such as agave, ginseng, and rice, resulting in overproduction of secondary metabolites,
resistance to abiotic and biotic stresses, and morphological modifications. Although this technique
has been widely applied, it is particularly recommended for crops with genetic complexity, seed
germination difficulties, and long growth cycles, as is the case for vegetable prickly pear species
(Opuntia spp.), which also stand out for their nutritional and phytochemical content, including
polyphenols, compounds widely recognized for their diverse bioactive properties. Based on these
considerations, the present study aimed to induce genetic variants of vegetable prickly pear (Opuntia
velutina) through gamma irradiation, with the objective of selecting material exhibiting outstanding
morphological traits, increased polyphenol production, and enhanced antioxidant capacity.

The research was structured into six specific objectives, corresponding to six methodological stages:
(1) An in vitro establishment method for O. velutina meristems was developed using four treatments
(T1, T2, T3, T4) and a control (tap water rinse only), distinguished by exposure times to commercial
bleach solution (0, 5, 10, 15 min, respectively). Meristems were cultured on MS medium, and aseptic
explant percentage, mortality by oxidation, and fungal and bacterial contamination were recorded.
(2) In vitro meristems were exposed to gamma radiation doses ranging from 5 to 125 Gy. Oxidation
percentage, sprouting rate, radiosensitivity curve, and the inhibitory dose at 50% sprouting (LDso)
were determined. (3) Surviving irradiated material was propagated until the fourth generation (V4),
recording longitudinal, horizontal, and transversal dimensions, as well as the number of shoots and
roots. Contrasting morphological traits in O. velutina enabled the preliminary selection of 27 putative
mutant lines. (4) The selected materials underwent genetic variability analysis using six ISSR
markers. Amplification patterns were scored in a binary matrix to determine total bands, polymorphic
bands, and percentage of polymorphism, leading to a second selection of lines. (5) The selected
materials were acclimatized, lyophilized, and macerated with 80% ethanol. Extracts were evaluated
for polyphenol (TPC), flavonoid (TFC), chlorophyll (Ca, Cb, and Ca + Cb), and carotenoid (Cx + ¢)
contents, as well as antioxidant capacity using DPPH, ABTS, and FRAP assays. (6) Finally,
untargeted metabolomic profiling was conducted on variants OUMO05-01, OUMO05-30, and OUM25-
34 to assess differential traits, fold changes, functional pathway enrichment, and tentative metabolite
identification, with a focus on line OUMO05-01.

In the first stage, explants were collected from a commercial orchard located in Ziracuaretiro,
Michoacan, Mexico. The material was taxonomically identified and deposited in the INECOL
Herbarium of the Instituto de Ecologia A.C., Centro Regional del Bajio (INECOL) as Opuntia
velutina. During in vitro establishment, the T1 treatment showed the highest survival rate (66%),
statistically different from the control (p < 0.05). In the second stage, 100% oxidation was observed
in explants treated with 50-125 Gy. The highest sprouting percentages were recorded at 5-20 Gy (90,
76, 74, and 70%, respectively). Shoot number and CFB were inversely proportional to radiation dose,
while LD50 was estimated at 22.8 Gy.



In the third stage, 178 populations were obtained in generation V4. Twenty-seven materials exhibited
increases in length (50-100%), shoot number (up to six-fold), and root number (up to five-fold)
relative to the reference line. Genetic variability analysis revealed that five materials lacked
polymorphism, while the remaining 22 showed polymorphism levels between 2.1 and 25.6%. The
dendrogram revealed nine clusters, with groups seven (OUMO05-30), eight (OUM15-09 and OUM10-
13), and nine (OUM20-27) showing the greatest genetic distances (0.49) from the control and 0.42
among themselves. Based on these results, ten materials were selected, eight of which were confirmed
as mutant lines compared with the reference (OUMO00-00).

In the fifth stage, biochemical assays revealed increases in TPC (5-30%), TFC (20%), Ca (15-120%),
Cb (8-75%), Ca + Cb (20-100%), Cx + ¢ (30-97%), DPPH (-18 to -43%), ABTS (-42% to +8%), and
FRAP (1-67%), relative to the control (10.39 + 0.19, 6.07 = 0.19, 0.49 + 0.005, 0.26 + 0.03, 0.75 +
0.03 and 0.25 £+ 0.02 mg/g, respectively). The lines OUMO05-01, OUM20-24, OUM20-29, and
OUM25-34 displayed statistically significant differences (p < 0.05). Spectrophotometric analyses
grouped the materials into three clusters (CG). CG1, comprising OUMO05-01, OUM10-15, OUM15-
09, OUM20-24, OUM20-29, and OUM?25-34, exhibited the highest phytochemical content and
antioxidant potential.

Untargeted metabolomic analysis of extracts from three O. velutina variants (OUMO05-01, OUMO5-
30, OUM25-34) and the control (OUMO00-00) revealed contrasting metabolic profiles relative to the
control. Hierarchical clustering separated the materials into two subgroups: OUMO00-00 with
OUMO05-01, and OUMO05-30 with OUM25-34. Functional pathway analysis highlighted 78 global
metabolic pathways, with OUMO05-01 and OUMO05-30 enriched in flavonoid and isoflavonoid
biosynthesis, phenylpropanoid biosynthesis, sphingolipid metabolism, and pantothenate biosynthesis.
Tentative metabolite identifications (fold change > 2, p < 0.05) in line OUMO05-01 suggested the
presence of naringenin, apigenin, luteolin, genistein, quercetin, kaempferol, taxifolin, and myricetin,
as well as citric acid and scopoletin, all recognized for their bioactive properties.

Taken together, these findings propose line OUMO05-01 as a promising candidate derived from in vitro
mutagenesis of O. velutina through gamma irradiation, exhibiting superior morphological and
phytochemical traits compared to its progenitor line.

Keywords: antioxidants, plant breeding, ionizing irradiation, ISSR, metabolomics,
mutations.



1. Introduccion general

El mejoramiento genético de plantas es un conjunto de estrategias orientadas a incrementar
el rendimiento, la calidad y la adaptabilidad de los cultivos mediante la seleccion y fijacion
de caracteres deseables. Esta actividad se fundamenta en el aprovechamiento de la
variabilidad genética y en la aplicacion de herramientas que permiten generar o identificar
genotipos superiores de forma estable y heredable (Carrodeguas-Gonzélez y Zufiga-Orozco,
2023). Actualmente las practicas de mejoramiento genético generalmente suelen dividirse en
técnicas convencionales o tradicionales y técnicas biotecnologicas (Schaart y col., 2016;
Carrodeguas-Gonzalez y Zuiiga-Orozco., 2023).

Las técnicas de mejoramiento genético tradicional se basan en el aprovechamiento de
mutaciones espontaneas presentes en poblaciones naturales, asi como la diversidad genética,
mediante cruzamientos selectivos, autofecundacion o una combinacidén de ambos. En este
proceso, se identifican genotipos con caracteristicas de interés para ser utilizados como lineas
parentales, seguido de su autofecundacion o cruzamiento (Carrodeguas-Gonzalez y Zuniga-
Orozco, 2023). Posteriormente, en la descendencia, se seleccionan los individuos que
expresan los caracteres deseados y se reincorporan al ciclo de mejoramiento, dando
continuidad a la seleccion transgeneracional hasta lograr la fijacion genética de dichos rasgos
(Ahmar y col., 2020). Estas estrategias son especialmente recomendadas en cultivos con
ciclos reproductivos cortos, ya que permiten obtener varias generaciones en un solo afio, lo
que facilita el seguimiento fenotipico y acelera el proceso de seleccion, mientras que en
especies anuales o perennes este proceso se prolonga considerablemente (Carrodeguas-
Gonzélez y Ziiiga-Orozco, 2023). En general, el mejoramiento tradicional se ha centrado en
cultivos diploides, debido a que los poliploides presentan un alto nimero de cromosomas y
elevado nivel de heterocigosidad, complicando la obtencidn de lineas estables y favoreciendo
la segregacion en generaciones posteriores (Nunez-Colin y col., 2018; Herrera-Isidron y col.,
2019; Ahmar y col., 2020; Omar, 2021).

Entre las técnicas biotecnoldgicas destacan la ingenieria genética y la mutagénesis inducida
(Llatas y col., 2021). La ingenieria genética de plantas permite la insercion de fragmentos de
ADN foraneo, alterando las caracteristicas fenotipicas de la planta al afiadir, eliminar o
modificar genes especificos (Gémez-Marquez, 2013). Dentro de esta categoria se incluye la
transgénesis, la edicion génica (por ejemplo, CRISPR/Casl13a) y la seleccion asistida por
marcadores moleculares (QTL). Actualmente, las técnicas de nueva generacidén, como la
edicion genética y la seleccion asistida presentan ventajas de rapidez, menor costo y alta
eficiencia de seleccidn, en comparacion con la transgénesis, aunque requieren secuenciacion
previa del gen recombinante y disefio experimental cuidadoso (Nuijten y col., 2016; Godwin
y col., 2019; Llatas y col., 2021). Por otro lado, la mutagénesis inducida se basa en el uso de
agentes quimicos, fisicos o bioldgicos para generar modificaciones hereditarias en la
secuencia del ADN. Entre sus principales ventajas frente a otros métodos, incluye la
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aplicabilidad tanto en especies diploides como poliploides, asi como su utilidad en cultivos
de lento crecimiento; sin embargo, la identificacion y seleccion variantes mutantes utiles
suele efectuarse en la segunda (V2) o tercera (Vi) generacion, motivo por el cual
frecuentemente es asociada con técnicas de cultivo de tejidos vegetales, ya que permite
manejar un gran nimero de individuos en espacios reducidos (Ahmar y col., 2020).

El cultivo de tejidos vegetales comprende técnicas que desarrollan y mantienen explantes en
medios nutritivos definidos bajo condiciones controladas y asépticas, aprovechando la
totipotencialidad celular para regenerar individuos completos. Este enfoque se utiliza en
micropropagacion, estudios genéticos, fisiologicos y bioquimicos, y produccion de
metabolitos secundarios (Trigiano y Gray, 2016). La multiplicacion clonal in vitro permite
obtener nuevas variedades mediante mutagénesis en 2 a 3 afios, acortando ciclos de
crecimiento, controlando factores biodticos y abiodticos y evitando polinizacién indeseada
(Hernandez y col., 2019; Spencer y col., 2021).

Por otro lado, una mutacion consiste en cambios en la secuencia de ADN que pueden
modificar la estructura de una proteina y, en consecuencia, producir variaciones fenotipicas
(Lewin, 2008). Seglin la escala de la lesion, las mutaciones pueden ser cromosomicas
(alteraciones en la estructura o numero de cromosomas) o génicas (alteraciones puntuales en
un solo gen) (Pierce, 2008). Las mutaciones génicas comprenden inserciones, deleciones y
sustituciones de nucledtidos; estas ultimas incluyen transiciones (purina por purina o
pirimidina por pirimidina) y transversiones (purina por pirimidina o viceversa) (Lewin,
2008). Si bien pueden ocurrir de forma espontdnea, su frecuencia mutacional puede
incrementarse mediante agentes mutagénicos fisicos o quimicos (Nutan y Herrera-Olivas,
2021); siendo las radiaciones ionizantes, como los rayos gamma, capaces de inducir dafio
genético directo mediante la ruptura de doble cadena de ADN, o indirecto a través de la
generacion de radicales libres derivados de la radiolisis del agua intracelular (Spencer y col.,
2021; Udage, 2021). Estas especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden ocasionar sustitucion
de bases, sitios apurinicos o apirimidinicos, y rupturas en las cadenas de ADN (Puerta y
Morales, 2020).

La radiacién gamma, emitida principalmente por isétopos como Co®® y Cs-137, posee alta
penetracion y energia (~1.36 MeV), lo que la convierte en un mutageno eficiente para
programas de mejoramiento genético (Oladosu y col., 2016; Balvoa y col., 2021). La dosis
absorbida, expresada en Gray (Gy), debe ser optimizada para maximizar la frecuencia
mutacional y minimizar dafios letales al material vegetal (Spencer y col., 2021). Se emplean
parametros como la dosis letal 50 (DLso) y la dosis de crecimiento 50 (GLso) para evaluar
radiosensibilidad y establecer condiciones experimentales adecuadas (Penna y Bhagwat,
2023). La radiosensibilidad varia segin el tipo y estado fisiologico del tejido; tejidos
desorganizados (callos, embriones somaticos) suelen ser mas sensibles (DLso entre 12.8-60
Gy) que semillas (38-184 Gy) o tejidos lignificados (23-250 Gy) (Abdelnour y col., 2020;
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Pérez y col., 2020). Estas diferencias influyen en la capacidad regenerativa y supervivencia
post-irradiacion, lo que es critico para la seleccion de variantes genéticas con caracteristicas
mejoradas (Le y col., 2019; Royani y col., 2021).

La mutagénesis in vitro inducida por radiacion gamma ha emergido como una herramienta
eficaz para la generacion y seleccion de variantes genéticas con tolerancia a estrés bidtico y
abiotico, y mejoras en la calidad nutricional y fitoquimica sin comprometer el rendimiento
productivo (Kharkwal, 2023). La seleccion de materiales mutantes mediante exposicion a
agentes inductores de estrés permite identificar plantas con resistencia o tolerancia
incrementada frente a condiciones adversas, tales como salinidad, sequia, variaciones
extremas de temperatura y presencia de metales pesados (Marcelino y col., 2018; Penna y
Bhagwat, 2023). Ejemplos incluyen, arroz tolerante a NaCl (Abdelnour y col., 2020), cafa
de azlcar con mejoras bajo estrés salino (Nikam y col., 2014) y Arabidopsis con mayor
germinacion frente a cadmio y plomo (Qi y col., 2015). Asimismo, se han identificado lineas
resistentes a patdgenos como Fusarium en jengibre y Botrytis en zarzamora (Sharma y col.,
2020; Huerta y col., 2022).

Las variaciones morfologicas, tales como incremento en numero de brotes, longitud de tallo
y raices, constituyen indicadores tempranos de mutagénesis, mismos que han sido
documentados en lineas de banana (Due y col., 2019; Hasim y col., 2021), vainilla (Serrano
y col., 2022) y jengibre (Sharma y Thakur, 2021). De igual manera, la mutagénesis puede
incrementar la acumulacion de compuestos bioactivos y nutrientes esenciales, como
azlcares, proteinas, ginsendsidos y flavonoides, evidenciado en frijol negro (Yasmin y col.,
2019), ginseng (Le y col., 2019), agave (Angeles-Espino y col., 2020) y jengibre (Sharma y
Thakur, 2021).

La caracterizacion de mutantes mediante marcadores genéticos permite validar la
variabilidad generada (Nadeem y col., 2018). Estos marcadores se clasifican en clésicos
(fenotipicos, citologicos y bioquimicos) y moleculares (basados en ADN o ARN) (Nadeem
y col., 2018; Dev y col., 2021;). Los marcadores clasicos, aunque de facil aplicacion, pueden
verse afectados por variables ambientales y etapas de desarrollo (Bali, 2023). Por otro lado,
los marcadores moleculares permiten contrastar el nivel de polimorfismos entre lineas
progenitoras y mutantes, confirmando la variabilidad genética mediante técnicas como RFLP,
RAPD, AFLP, SSR e ISSR (Pandey y col., 2016; Riviello y col., 2022). Por ejemplo, Le y
col. (2019) detectaron entre 60 y 80% de polimorfismo con marcadores RAPD en mutantes
de ginseng, mientras que Due y col. (2019) reportaron un 90% con ISSR en mutantes de
banana. Marcadores mas recientes como SRAP, SCoT y DArT ofrecen mayor resolucion y
reproducibilidad, siendo la eleccion dependiente de factores técnicos, costos y
reproducibilidad (Singh y Singh, 2015; Nadeem y col., 2018; El-Fiki y col., 2021).
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Si bien los marcadores genéticos constituyen herramientas fundamentales para validar
variabilidad genética en diversos cultivos, los reportes sobre su aplicacion en programas de
mejoramiento por mutagénesis mediante radiacion gamma en cactaceas son limitados. Por lo
que, se evidencia la necesidad de generar antecedentes de especies del género Opuntia, cuya
diversidad genética, adaptaciones morfoldgicas y relevancia agroindustrial ofrecen un alto
potencial para la seleccion de variantes con caracteristicas agrondmicas y fitoquimicas
mejoradas.

Las especies del género Opuntia presentan adaptaciones anatdémicas, morfoldgicas y
fisioldgicas que les permiten prosperar en ambientes aridos, destacando cladodios suculentos
con areolas, espinas y gloquidios, flores hermafroditas y frutos comestibles (Aruwa y col.,
2018; Pratt y col., 2018; Medina-Garcia y col., 2021; Paz-Navarro y col., 2023). La
propagacion del nopal puede ser sexual o asexual. La multiplicacion asexual se efecta
mediante el enraizamiento de cladodios en suelo, técnica que asegura fidelidad genética,
rapido desarrollo y bajo costo, pero que requiere grandes extensiones y material vegetal
adulto, ademas de condiciones estacionales especificas (Potgieter y D’Aquino, 2018). La
propagacion sexual, mediante germinacion de semillas, genera mayor variabilidad genética
y es utilizada en programas de mejoramiento; sin embargo, la baja tasa de germinacion debida
a la predominancia de semillas inviables y al fendmeno de apomixis limita su aplicabilidad
comercial (Nufiez-Colin y col., 2018; Pratt y col., 2018; Balaguera-Lopez y col., 2020). La
diversidad genética en Opuntia es amplia y diversa, con niveles de ploidia que incluyen
diploides, tetraploides, hexaploides, octaploides y reportes de pentaploides y heptaploides,
siendo el nimero basico cromosoémico x = 11 (Mazri y col., 2018; Omar, 2021).

El nopal (Opuntia spp.) es un recurso estratégico para sistemas agricolas sustentables,
particularmente en zonas aridas y semiaridas con suelos de baja fertilidad, debido a su
elevada eficiencia en la produccién de biomasa (hasta 60 veces superior a la de pastizales
convencionales) y su bajo requerimiento hidrico (Dubeux y col., 2018; Potgieter y D’ Aquino,
2018). Se utiliza como cerco vivo, forraje y fuente de metabolitos bioactivos, y su inclusion
en dietas animales ha demostrado efectos hipoglucemiantes en cerdas lactantes y gallinas
Rhode Island Red (Gonzélez y col., 2021). Ademas, constituye el hospedero de la cochinilla
productora de &cido carminico, colorante natural de relevancia industrial (Castro-Carrasco,
2021). Los cladodios y frutos se destinan al consumo fresco o a la elaboracion de productos
de valor agregado (como harinas, mermeladas, jugos, vinos y aceites) cuya composicion
nutricional depende del manejo agronéomico (EI-Mostafa y col., 2014; Tilahun y Welegerima,
2018). También se emplea en formulaciones cosméticas y en medicina tradicional,
atribuyéndosele propiedades antiulcerogénicas, antidiarreicas, antitusivas, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antioxidantes, hipoglucémicas, anticancerigenas y neuroprotectoras (EIl-
Mostafa y col., 2014; Ochoa y Barbera, 2018; Tilahun y Welegerima, 2018; Aruwa y col.,
2019).
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El creciente interés de las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria en compuestos
fendlicos derivados de Opuntia se justifica por su relevancia funcional, aunque su
concentracion depende de multiples factores, entre ellos la especie, variedad y condiciones
ambientales (Silva y col., 2021). Por ello, el uso de herramientas biotecnologicas, como la
mutagénesis in vitro mediante irradiacion gamma, se perfila como estrategia para obtener
cultivos mejor adaptados a cambios ambientales y con mayor rendimiento nutricional y
fitoquimico.

Desde el punto de vista nutricional, las pencas contienen entre 82 y 95% de humedad, 4 a
21% de ceniza, 0.3 a 2.5% de proteinas, 0.3 a 1.8% de lipidos, 15 a 51.4% de fibra y
carbohidratos del 5.6 al 92%, con minerales como K, Mg, Ca y Na, vitaminas E, a-tocoferol
y C, y aminoacidos como serina, prolina, arginina, acido glutdmico y taurina (Silva y col.,
2021; Alshaikhi y col., 2024;). La actividad bioactiva se atribuye a metabolitos secundarios
como 4acidos grasos (palmitico, linoleico, linolénico, estearico), esteroles (B-sitosterol,
campesterol), carotenoides (luteina, B-caroteno, B-criptoxantina, violaxantina) y polifenoles
(incluyendo acidos fenolicos, flavonoides, ligninas y estilbenos) (Betancourt-Dominguez y
col., 2006; Tilahun y Welegerima, 2018). Los flavonoides, presentes en todas las partes del
nopal como isorhamnetina, quercetina, kaempferol, isoquercetina, nicotiflorina y rutina,
exhiben propiedades antioxidantes, antihipertensivas, hepatoprotectoras, antiinflamatorias,
analgésicas, antialérgicas e hipoglucemiantes (Aruwa y col., 2018; Aruwa y col., 2019).
Asimismo, dietas enriquecidas con flavonoides se asocian con menor ganancia de peso,
supresion del apetito y mayor captacion muscular de glucosa; compuestos como los
glucésidos de isorhamnetina han demostrado reducir la absorcidon de grasas y prevenir la
aparicion de diabetes mellitus tipo 2 (Rodriguez-Rodriguez y col., 2015; Matboli y col.,
2021).

La combinacion del alto valor nutricional del nopal, contenido fitoquimico, adaptabilidad y
complejidad genética, junto con sus limitantes fenologicas y reproductivas, sugieren al nopal
como una especie candidata para la aplicacion de técnicas como la mutagénesis in vitro
mediante radiacion gamma, orientada a generar variantes con cambios morfologicos y
fitoquimicos de interés. En este contexto, el presente trabajo plantea la evaluacion de
materiales de Opuntia velutina irradiada con rayos gamma bajo un enfoque integral que
incluye andlisis morfologico, fitoquimico y molecular, con el proposito de identificar y
seleccionar variantes genéticas con caracteristicas diferenciadas respecto a lineas no
irradiadas.

14



IV. Hipdtesis

La exposicion de meristemos de Opuntia velutina en condiciones in vitro a la radiacion
gamma, induce variabilidad genética que permite la obtencion de material con caracteristicas
morfologicas sobresalientes, aumento en la produccion de polifenoles y capacidad
antioxidante.

V. Objetivo general

Inducir variantes genéticas por irradiacion gamma en nopal verdura (O. velutina) para la
seleccion de material con caracteristicas morfologicas sobresalientes, aumento en la
produccion de polifenoles y capacidad antioxidante.

5.1. Objetivos especificos

e Desarrollar un protocolo de establecimiento in vitro de explantes de O. velutina.

e Determinar la dosis letal media (DLso) de radiaciébn gamma en meristemos in vitro de
O. velutina.

e Valorar e identificar los materiales vegetales con caracteristicas morfoldgicas sobre
salientes en contraste al control.

e Evaluar la variabilidad geneética de las plantulas con caracteristicas morfoldgicas
sobresalientes mediante inter-secuencias simples repetidas (ISSR).

e Contrastar el contenido de clorofila, carotenoides, polifenoles y actividad
antioxidante de extractos etanolicos de variantes genéticas de O. velutina.

e Comparar el perfil de metabolomico de extractos etandlicos de plantulas mutantes
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas (LC-MS).
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VI.  Capitulo 1. Obtencién de variantes morfoldgicas mejoradas de nopal (Opuntia
velutina) mediante mutagenesis inducida por radiaciéon gamma

6.1. Resumen

El nopal (Opuntia sp.) es una cactacea de gran importancia agronémica y econdomica debido
a su valor nutricional y contenido de compuestos bioactivos. Sin embargo, su mejoramiento
genético es limitado por fendmenos como la apomixis y su lento crecimiento. Este estudio
tuvo como objetivo inducir variaciones genéticas en meristemos de nopal verdura mediante
radiacion gamma para generar lineas morfoldgicamente mejoradas. Se establecieron cultivos
in vitro de Opuntia sp. a partir de cladodios de 15 cm de longitud. Explantes fueron irradiados
con dosis de 0-125 Gy de radiacion gamma Co® para determinar la DLso. Plantas
sobrevivientes se multiplicaron hasta la cuarta generacion (V4) y se seleccionaron variantes
morfologicas. Se extrajo ADN y aplicaron marcadores ISSR para evaluar polimorfismo
genético. Los datos morfologicos y moleculares se analizaron mediante ANOVA, ACP y
agrupamiento jerarquico (UPGMA) con el coeficiente de similitud de Jaccard. Se analiz6 la
variabilidad genética de 27 materiales putativos mutantes con caracteristicas morfoldgicas
sobresalientes de O. velutina. Se amplificaron 57 bandas con seis cebadores, de las cuales 33
fueron polimorficas (54.5%). Los materiales mutantes mostraron de 0 a 12 bandas
polimorficas, destacando el material OUM10-13. El anélisis genético revelo distancias entre
0.14 y 0.96, agrupando los materiales en nueve grupos. Este andlisis confirm¢ la induccion
de variabilidad genética en O. velutina por irradiacién gamma, proporcionando una base para
futuras selecciones de materiales con caracteristicas agrondmicas mejoradas.

6.2. Introduccion

El nopal (Opuntia sp.) es conocido como la cacticea de mayor importancia agrondmica y
economica en el mundo, debido a sus frutos (tunas) y pencas (cladodios) comestibles. Los
nopalitos son consumidos en fresco e incorporados en la preparacion de productos de valor
anadido como harinas, mermeladas, jugos, vinos y aceites (E1-Mostafa y col., 2014; Tilahun,
y Welegerima, 2018). Su contenido nutricional se sustenta en su contenido de fibras (15-
51.4%), carbohidratos (5.6-92%), minerales (4-21%) y vitaminas (como vitamina C y a-
tocoferol) (Astello-Garcia y col., 2012; Silva y col., 2021). Ademas, posee compuestos
bioactivos que contribuyen a eliminar radicales libres y reducir el estrés oxidativo, tal es el
caso de carotenoides betalainas y betacianinas, y polifenoles (isorhamnetina, kaempferol y
quercetina), (Tilahun y Welegerima, 2018). No obstante, el rendimiento y la calidad de sus
cultivos se ve sujeta a la especie y/o variedad, que a su vez es influenciada por factores
abidticos (clima, humedad, luz, pH, salinidad, etc) y bidticos (bacterias, hongos, virus, etc.).
Por lo que, se ha buscado mejorar aspectos como la resistencia a enfermedades y plagas, en
conjunto con la tolerancia al frio, reduccién en numero de espinas, gloquidias, semillas y
contenido de mucilago (Mazri, 2018).
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Las estrategias de mejoramiento genético se dividen en convencionales y biotecnologicas
(Schaart y col., 2016; Carrodeguas-Gonzalez y Zuiiga-Orozco., 2023). Las técnicas
convencionales incluyen hibridacion y domesticacion a partir de semillas, pero presentan
limitaciones en nopal verdura debido a su lento crecimiento, largos periodos juveniles (2—4
afios), segregacion genética y apomixis (Mazri, 2018; Omar, 2021). Por ello, el nopal puede
ser considerado como un modelo de estudio dentro de las técnicas biotecnologicas, como la
mutagénesis inducida.

La mutagénesis es una practica comun para el mejoramiento genético de cultivos con valor
alimenticio, consiste en promover cambios en la cadena de ADN, dando como resultados
caracteres transgeneracionales deseables (FAO/OIEA, 2021). Esto puede ser inducido
mediante agentes mutagénicos fisicos como la radiacion gamma. Actualmente se estiman
3400 variedades mutantes de alto valor en el mercado, alrededor del 70% han sido obtenidas
de manera directa o indirecta a partir de la radiacion gamma (IAEA, 2023), por lo cual se
considera mas eficiente que otros agentes mutagénicos. La radiacion gamma ha sido aplicada
en tejidos organizados, desorganizados y semillas de diversas especies (agave, ginseng, arroz,
etc.), dando como resultado lineas con incremento en metabolitos secundarios especificos
(ginsendsidos, antocianinas, fructooligosacaridos, etc.), proteinas y aminoacidos, resistentes
a fitopatdgenos, tolerancia a las sequias y salinidad, mayor rendimiento y reduccién de los
periodos de cultivo (Abdelnour y col., 2020; Pérez-Jimenéz y col., 2020; Royani y col., 2021;
Huerta y col., 2022).

La validacion de la variabilidad genética generada se realiza mediante marcadores
moleculares y clasicos (Nadeem y col., 2018). Los marcadores clésicos se basan en cambios
fenotipicos, bioquimicos, citoldégicos y morfologicos de los cultivos, siendo los cambios
morfologicos los mas comunes por su facilidad de observacioén y cuantificacion (Singh y
Singh., 2015; Nadeem y col., 2018). En contraste, los marcadores moleculares permiten
detectar polimorfismo a nivel de ADN y ARN, siendo esenciales en programas de
mejoramiento para corroborar diferencias entre los materiales progenitores y variantes
obtenidas (Singh y Singh., 2015; Nadeem y col., 2018; Bhat y col., 2023). Entre los mas
empleados se incluyen marcadores dominantes o codominantes, basados en hibridacion
(RFLP) o amplificacion por PCR (RAPD, AFLP, SSR, ISSR), siendo estos tltimos frecuentes
en mutantes obtenidos mediante mutagénesis in vitro por radiacion gamma (Pandey y col.,
2016; Due y col., 2019; El-Fiki y col., 2021; Sharma y Thakur, 2021; Riviello-Flores y col.,
2022; Bhat y col., 2023).

Tras lo anterior, el alto valor agronémico, econémico y nutricional del nopal ha fomentado
la realizacion de investigaciones que incorporando herramientas biotecnologicas como la
mutagénesis in vitro por radiacion gamma. Por lo que, el objetivo de presente trabajo fue
inducir variaciones genéticas en meristemos in vitro de O. velutina mediante radiacion
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gamma para obtener lineas morfolégicamente mejoradas y evaluar su diversidad genética
mediante marcadores ISSR.

6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Material vegetal y establecimiento in vitro
Se colectaron cladodios jovenes (entre 10 y 15 cm de longitud) de plantas maternas de O.
velutina con mas de 36 meses de edad, procedentes de un huerto comercial de nopal verdura
ubicado en el municipio de Ziracuaretiro Mich. (19° 23°45.6”’N, 102° 00’ 00”O).

Los cladodios fueron divididos longitudinalmente, se retiraron las espinas y lavados con agua
corriente. Posteriormente, los segmentos fueron sumergidos durante 4 h en una solucién
biocida compuesto por 5 g/L de oxitretaciclina y benomilo (Intermicina agricola y Antrax
500pH). La desinfeccion superficial fue realizada mediante inmersion en etanol al 70% (v/v)
durante 30 s, seguida de hipoclorito de sodio comercial (cloralex) al 6% durante 0, 5, 10 y
15 min, correspondientes a los tratamientos T1, T2, T3 y T4, respectivamente. Después de
cada tratamiento, los explantes se enjuagaron con agua estéril. Al finalizar los explantes
fueron sumergidos por 3 min en una solucion antioxidante estéril compuesta por 200 mg/L
de 4cido ascorbico y citrico.

El material desinfectado fue cortado en fragmentos de 1 a 1.5 cm? que incluyeron una areola
por seccion, los cuales fueron transferidos a frascos de plastico transparente con tapa
hermética de 30 mL, cada uno con 10 mL de medio basal MS (Murashige y Skoog 1962)
suplementado con 30 g/L de sacarosa (Sigma-Aldrich, México), 1.5 g/L de carbon activado
(Sigma-Aldrich, México) y 8 g/L de agar (Sigma-Aldrich, México). El pH del medio se ajusto
a 5.7 con NaOH o HCI (0.1 N).

Los cultivos fueron mantenidos durante seis semanas a 23 + 2°C, con un fotoperiodo de 16
h de luz (1000 lux) proporcionada por lamparas fluorescentes blancas. Al termino de este
periodo se registro el porcentaje de sobrevivencia, porcentaje de mortalidad por oxidacion,
contaminacion por hongo y bacteria. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, cada
repeticion consistio en diez explantes cultivados en frascos individuales.

6.3.1. Intervalo de dosis de radiacion y determinacion de la DLso
Para la irradiacion de los explantes, fueron utilizadas areolas desinfectadas por cada dosis.
El intervalo de rayos gamma aplicado fue de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
80, 100 y 125 Gy, emitido por una fuente de Cobalto-60 (Co®) en un irradiador Gammacell
(GO-220, Ontario, Canada), ubicado en las instalaciones del Instituto Nacional de
Investigacion Nuclear (ININ, México).
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Los explantes irradiados fueron cultivados en medio MS (descrito previamente) con 0.5 mg/L
de bencilaminopurina (BA) y mantenidos bajo las mismas condiciones y tiempo de
incubacion descritos en la fase de Material vegetal y establecimiento in vitro. Transcurridas
las seis semanas, fue registrado el nimero de explantes con brotes y se calculo el porcentaje
de brotacion mediante la formula: PB%=(NB/NT)100, donde: PB% es el porcentaje de
brotacion, NB es el nimero de explantes con brote y NT es numero total de explantes
irradiados. La curva de radiosensibilidad fue establecida a partir de un analisis de regresion
lineal entre el PB% y la dosis de radiacion. Se realizaron diez repeticiones por dosis de
irradiacion, cada repeticion consistio en una caja Petri con siete areolas.

6.3.2. Multiplicacion brotes y proliferacion de plantas
Los materiales sobrevivientes fueron subcultivados en medio 2 MS suplementado con 1 g/L
polivilpirrolidona (PVP) y 1 mg/L de BA, mediante ciclos de ocho semanas, hasta la cuarta
generacion (V4). Los materiales V4 fueron etiquetados bajo la siguiente nomenclatura OUM-
dosis-linea, donde O corresponde a Opuntia, UM a la Universidad Michoacana y dosis a los
Gy aplicados. El control se registr6 como OUMO00-00.

6.3.3. Seleccion in vitro de plantulas mutantes putativas
En la generacion V4 se obtuvieron 178 lineas. En cada linea se determind la longitud del eje
horizontal, longitudinal, transversal del cladodio, asi como el nimero de raices y brotes. Las
mediciones se realizaron con tres réplicas por linea y diez explantes por réplica. Los
materiales que presentaron caracteristicas morfoldgicas contrastantes al control fueron
seleccionados como presuntos materiales mutantes.

6.3.4. Analisis molecular con marcadores gendmicos ISSR

6.3.4.1. Extraccion de ADN y andlisis ISSR-PCR
El ADN fue extraido a partir de 0.1 g de plantulas in vitro de 27 materiales mediante el
método de bromuro acetiltrimetilamonio (CTAB), descrito por Doyle y Doyle (1989), con
modificaciones en la concentracion de CTAB (4%) y 2-mercaptoetanol (2%). La calidad del
ADN genomico fue verificada por electroforesis en gel de agarosa (0.8%) y se evalud
espectrofotométricamente mediante la relacion Azs0/Azso nm.

Las amplificaciones se llevaron a cabo siguiendo el protocolo desarrollado por el Laboratorio
de Genética molecular del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco de Zuiiiga, Jal. Se probaron
once distintos oligonucleotidos, de los cuales seis (C3, C4, C6, C7, C8 y C9) generaron
patrones de bandas reproducibles y definidos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Oligonucleodtidos usados para el monitoreo de la variabilidad de genética de
presuntos materiales mutantes de Opuntia velutina.

NUmero Secuencia  Temperatura de
alineamiento

C1 (GA)YC 45.4
C2 (AC);YC 46

C3 (GA)YC 46.7
C4 (GAS YT 47.4
C5 (CT)s AGA 48.1
C6 T(CT);CC 48.1
C7 (CT)sRG 48.1
C8 (GA)sYG 48.8
C9 (GA)C 52

C10 (CA)7RT 54

C11 (CTC)s 55.7

La mezcla de reaccion para la obtencion de los amplificados estuvo compuesta por 10 mM
Tris-HCI (pH 8), 50 mM KCI, 2 mM MgCl, 0.2 mM dNTP, 0.5 U de Tag DNA polimerasa,
10 pmol de oligonucledtido y 2 pLL. de DNA; con volumen final de 12.5 pL. Las condiciones
de amplificacion se realizaron en un termociclador Select Cycle a tres tiempos: 1) un ciclo a
94 °C por 5 min, 2) seis ciclos de 94 °C por 40 s, 55 °C por 45 s con gradiente de -1° por
cicloy 72 °C por 90 s, y 3) cuarenta ciclos de 94 °C por 40 s, temperatura de alineamiento
por 45 sy 72 °C por 90 s.

Los productos de amplificacion fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.2% (p/v), tefiido con bromuro de etidio (0.1 pL/mL) y solucién tampon TAE 1X (Tris
242. 2 g, acido acético glacial 57.1 mL, EDTA 0.002 M, pH 8.3). Se empled un marcador
molecular de DNA Ladder de 1 kb (Promega).

Los patrones fueron convertidos en una matriz binaria de presencia (1) y ausencia (0). A partir
de estos datos se determiné el total de bandas amplificadas (TBA), nimero de bandas
polimorficas (NBP), porcentaje de polimorfismo (%BP), tomando como referencia el
material no irradiado. Ademas, se calculd el contenido de informacién polimorfica (PIC),
mediante la ecuacion de Botstein y col. (1980): PIC =2 Pi (1 — P1), donde Pi es la frecuencia
de ocurrencia de bandas polimorficas de cada primer y el indice marcador (IM). Para los
analisis se seleccionaron tres plantulas individuales (una por repeticion) de cada material.
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6.3.5. Disefio experimental y analisis estadistico
Las variables evaluadas se sometieron a distintos procedimientos estadisticos segun el tipo
de dato y el objetivo del analisis.

En la etapa de establecimiento in vitro de explantes, se implementd un disefio completamente
al azar (DCA). Los datos de las variables registradas (porcentaje de sobrevivencia, porcentaje
de mortalidad por oxidacioén, contaminacién por hongo y bacteria) fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANOVA) conforme al siguiente modelo: Yij = p + ai + €ij, donde: Y es
la variable dependiente, 1 la media general, o; el efecto del tratamiento de asepsia, y &; el
error residual. La comparacion de medias entre tratamiento se realizd con la prueba de Tukey
(p <0.05).

El porcentaje de brotacion registrado en la generacion V1, se obtuvo a partir de diez
repeticiones por dosis, cada una constituida por siete explantes, para un total de 70 explantes
por dosis. Los valores promedio de cada dosis se utilizaron para calcular la dosis letal media
(DLso) mediante un analisis de regresion lineal ajustado al modelo: y=Po + Bi1x, donde “y”
corresponde al porcentaje de brotacion, x a la dosis de irradiacion, Bo representa la brotacion
esperada a 0 Gy y Bz la pendiente de la regresion.

Las variables morfologicas medidas en la generacion V4 (longitud de los ejes longitudinal,
horizontal y transversal del cladodio, nimero de brotes por explante y las raices) se
analizaron bajo un disefio completamente al azar (DCA). Los datos fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANOVA) conforme al siguiente modelo: Yij = pu + ai + €ij, donde: Y es
la variable dependiente, ¢ la media general, a; el efecto del tratamiento de radiacién gamma,
y &; el error residual. La comparacion de medias entre tratamiento se realizé con la prueba de
Tukey (p <0.05). Posteriormente, las medias de las variables morfologicas se sometieron a
un andlisis de agrupacion por conglomerados jerdrquico por el método de Ward y
componentes principales (ACP), con el fin de discriminar entre materiales con caracteristicas
sobresalientes respecto al control.

Los datos recabados en el analisis molecular, se transformaron en una matriz binaria
presencia/ausencia, a partir de la cual se estimd la similitud genética con el coeficiente de
Jaccard. Los patrones resultantes se agruparon mediante el método de pares no ponderados
con media aritmética (UPGMA) para la construccion de un dendrograma.
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6.4. Resultados
6.4.1. Material vegetal y establecimiento in vitro
Durante los meses de marzo y abril 2024, se colectaron cladodios jovenes (Fig. 1A) y 6rganos
florales de la planta donadora (Fig. 1B). Los materiales fueron prensados, secados,
identificados como O. velutina con base en sus caracteristicas morfoldgicas y depositados en
el Herbario del Instituto de Ecologia A. C. Centro Regional del Bajio (INECOL) con nimero
de registro IEB-273300.

Figura 1. Organos de nopal verdura (Opuntia velutina). A) Cladodio de nopal verdura (escala a 10
cm). B) Organos florales (escala a 3 cm)

En la fase de establecimiento in vitro, el mayor porcentaje de sobrevivencia se registro en el
tratamiento T2 (66.6%), seguido de T4 (53%) y T3 (43%), sin diferencias significativas entre
ellos (Fig. 2). Las principales pérdidas se asociaron por contaminacion de hongos (20-100%),
seguida de bacterias (0-20%) y, en menor proporcion por oxidacion de los explantes (0-13%),
sin diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad y sobrevivencia de nopal verdura. Letras semejantes indica
valores estadisticamente iguales entre columnas a p < 0.05.

6.4.2. Intervalos de dosis de radiacion y determinacion de la DLso
Laradiosensibilidad de los meristemos de O. velutina registr6 una disminucion del porcentaje
de brotacion conforme increment6 la dosis de irradiacion. El mayor porcentaje de brotacion
se observo a 5 Gy, mientras que la mortalidad alcanzo el 100% a partir de 50 Gy. La relacion
dosis—respuesta se describido mediante regresion lineal: y=-2.1709 x + 99.5455, donde y es
el porcentaje promedio de brotacion y x la dosis de irradiacion (Gy). La pendiente (p: = -
2.1709) indica que cada incremento de 1 Gy reduce la brotacion en 2.17 puntos porcentuales,
y el intercepto (Po = 99.5455) representa la brotacion estimada a 0 Gy. A partir de esta
ecuacion la DLso se calcul6 en 22.8 Gy (Fig. 3).
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Figura 3. Curva de radiosensibilidad de meristemos de Opuntia velutina irradiados con diferentes
dosis de radiacion gamma.

Transcurridas seis semanas, se obtuvieron 260 materiales sobrevivientes, los cuales fueron
micropropagados durante tres ciclos de multiplicacién hasta la obtencion de la V4. Los
materiales que no conservaron las caracteristicas morfolédgicas de interés fueron descartados
en la continuidad de los experimentos.

6.4.3. Seleccion in vitro de plantulas putativas mutantes

En la generacion Vi, se presentaron 178 lineas de las que se registraron medidas
longitudinales, horizontales, transversales, promedio de brotes y raices del cladodio.
Utilizando estas variables como referencia, se identificaron materiales que al momento
mostraron cambios morfoldgicos significativos en contraste al control (OUMO00-00) (Fig. 4,
A-E). En la generacion V4, se presentaron 178 lineas de las que se registraron medidas
longitudinales, horizontales, transversales del cladodio, asi como el nimero de brotes y raices
del cladodio. Con base en estas variables, se identificaron materiales que al momento
mostraron diferencias morfologicas significativos en contraste con el control (OUMO00-00)
(Fig. 4, A-E).

En el eje longitudinal, el material OUM10-15 (Fig. 4-F) present6 incrementos significativos
del 109% respecto al OUMO00-00 (18.7 = 1.4 mm). En el eje horizontal, OUM20-27 (Fig. 4-
G) mostrd valores 20% superiores al control (4.7 + 0.3 mm). El eje transversal el material
OUM15-25 alcanz6 incrementos de 100% (Fig. 4-H). El numero de brotes por explante fue
mayor en OUMO05-30, superando estadisticamente (p < 0.05) al control seis veces (0.31 £
0.05).
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Figua 4. Variaciones morfoldgicas de mutantes putativas in vitro de Opuntia velutina obtenidas por
irradiacion gamma. A-E) eje longitudinal, horizontal, transversal, brotes y raices del material de
referencia (OUMO00-00); F) OUM10-15, G) OUM20-27, H) OUM25-34, I) OUMO05-30; J) OUMO05-
70.

En el nimero de raices, destacaron OUM05-23 y OUMO05-24 con 2.42 + 0.22 y 2.33 £ 0.33,
respectivamente, sin diferencias significativas entre ellas (Anexos 1) (p < 0.05), los que
representd un aumento de siete veces respecto al control (0.31 + 0.05). Ademas, se
identificaron cinco materiales que exhibieron pigmentacion rosacea (OUM 05-70, OUM15-
17, OUM20-45 y OUM20-35) (Fig. 4-J).

Los resultados morfologicos de los 178 presuntos materiales mutantes y el control fueron
sometidos a analisis de componentes principales (ACP) para discriminar entre los materiales
evaluados. El ACP mostré una varianza acumulada del 65.8%. El primer componente
(39.1%) correlaciond fuertemente con los ejes horizontal y transversal (r = 0.68 y r = 0.65,
respectivamente), mientras que el segundo componente (26.7%) se asocid con el eje
longitudinal y el promedio de raices (r = 0.64 y r = 0.70). La distribucion de los materiales
sobre los dos primeros componentes permitid discriminar las caracteristicas morfoldgicas,
como se muestra en la Fig. 5. Los materiales con cladodios mas gruesos se ubicaron en el
lado positivo del primer eje (mayor eje horizontal y transversal), mientras que las lineas con
cladodios delgados se localizaron en el lado negativo. El segundo componente discrimind
cladodios mas largos con mayor nimero de raices.
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Figura 5. Analisis de componentes principales entre los materiales vegetales obtenidas mediante
irradiacion gamma en generacion Vy. Los principales parametros morfologicos del eje longitudinal,
horizontal, transversal, promedio de brotes y raices.
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La agrupacion jerarquica por similitud morfoldgica genero 13 grupos (CG1-CG13). El CG6
(OUMO05-23, OUMO05-24, OUM20-27, OUM20-29, OUM20-42, OUM20-44, OUM25-34)
presentd aumentos significativos en longitud (82%), nimero de raices (cinco veces) y eje
transversal (24%) respecto al control. E1 CG3 evidencid incrementos en eje longitudinal
(60%) y transversal (15%), con reduccion de 30% en raices y ausencia de brotes. CG12
(OUMO05-03 y OUMO05-22) mostro incrementos del 45% en eje longitudinal y dos a cuatro
veces mas brotes y raices, mientras que CG13 (OUMO05-25 y OUMO05-30) destaco por el
mayor promedio de brotes (cinco veces).

Con los resultados anteriores, se seleccionaron 22 materiales considerados como mutantes
putativas (OUMO05-01, OUMO05-03, OUMO05-06, OUMO05-09, OUMO05-13, OUMO05-22,
OUMO05-23, OUMO05-24, OUMO05-25, OUMO05-30, OUMO5-38, OUMI10-13, 10-15,
OUM15-09, OUM20-24, OUM20-27, OUM20-29, OUM20-41, OUM20-42, OUM20-44,
OUM25-34 y OUM35-08), ademés de cinco materiales que no pertenecieron a estos grupos
(OUMO05-70, OUMI15-17, OUM20-35, OUM20-45 y OUM30-09) pero exhibieron
pigmentacion en raices.

6.4.4. Analisis ISSR-PCR

Este estudio explor6 la variabilidad genética mediante marcadores ISSR de los 27 presuntos
materiales mutantes, asi como el control interno (OUMO00-00). Ademas, se integré como
controles externos nopal blanco silvestre (Opuntia sp.), xoconostle (O. joconostle), agave
(Agave tequilana) y tabaco (Nicotiana tabacum) (Fig. 6, carriles 29, 30, 31 y 32
respectivamente). Los seis cebadores seleccionados amplificaron un total de 57 bandas, con
un promedio de 9.6 bandas por marcador (Cuadro 2). Entre ellos, el C4 (Fig. 6B) exhibio el
mayor numero bandas (14), mientras el C9 que genero cinco. Los tamafios de los productos
amplificados oscilaron entre 250 bp (C9) y 5000 pb (C6).

Cuadro 2. Amplificaciones generadas mediante oligonucledtidos ISSR en presuntos
materiales mutantes de Opuntia velutina
Numero  Marcador TBA  NBP  %BP Tamario PIC IM

(bp)

C3 (GA)YC 13 11 84.6 400-2600 0.48 4.23
C4 (GA} YT 14 11 78.5 500-2250 0.47 4.07
C6 T(CT);CC 10 4 40.0 400-5000 0.11 0.18
C7 (CT)sRG 9 1 11.1 300-4000 0.01 0.00
C8 (GARYG 6 4 66.6 800-3500 0.32 0.48
C9 (GAeC 5 2 40 250-3000 0.08 0.14
Total 57 33 1.49 9.10

Promedios 9.6 5.5 54.5 0.25 151

TBA Total de bandas amplificadas
NBP Numero de bandas polimorficas
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% BP porcentaje de bandas polimorficas
PIC Contenido de informacion polimoérfica
IM indice marcador
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Figura 6. Patron de amplificacion de bandas obtenidas con los marcadores C3 (A), C4 (B) y C7 (C). El orden de los carriles fue el siguiente;
M) Escalera de referencia con rango de 10 000-200 pb; 1) OUMO00-00, 2) OUMO05-01, 3) OUMO05-03, 4) OUMO05-06, 5) OUMO05-09, 6)
OUMO05-13, 7) OUMO05-22, 8) OUMO05-23, 9) OUMO05-24, 10) OUMO05-25, 11) OUMO05-30, 12) OUMO05-38, 13) OUM05-70, 14) OUM10-
13, 15) OUM10-15, 16) OUM15-09, 17) OUM15-17, 18) OUM20-24, 19) OUM20-27, 20) OUM20-29, 21) OUM20-35, 22) OUM20-41, 23)
OUM20-42, 24) OUM20-44, 25) OUM20-45, 26) OUM25-34, 27) OUM30-09, 28) OUM35-08, 29) Opuntia sp., 30) Opuntia joconostle, 31)
Agave tequilana, 32) Nicotiana tabacum, 33) Control negativo
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De los 57 fragmentos obtenidos, 33 fueron polimorficos. Los marcadores C3 y C4 (Fig. 6A-
6B) presentaron el mayor nimero de bandas polimorficas (11), con porcentajes de bandas
polimorficas de 84.6 y 78.5%, valores de PIC de 0.48 y 0.47 e IM de 4.23 y 4.07,
respectivamente. En contrate, C7 (Fig. 6C) amplifico una sola banda polimorfica (11.1%). El
control interno (OUMO00-00) presentd 47 bandas, mientras que los materiales mutantes
reportaron entre 40 y 49 niimero de bandas, con un total de bandas polimorficas entre 0 y 12;
cinco materiales (OUMO05-22, OUMO05-23; OUMO05-25, OUM20-41y OUM25-34) no
presentaron polimorfismo, el resto presentaron porcentajes de polimorfismo entre 2.1 y
25.6%. La linea OUM10-13 destac6 con el mayor numero de bandas polimorficas (12).

El dendrograma basado en el coeficiente de Jaccard mostr6 distancias genéticas de 0.60 a
0.96 entre controles externos y lineas mutantes (Fig. 7).

30



Agave 1eguilana
Nicodana iabacum
Opunta Joconosta
Opunta sp.

OUM20-27  GrupoIX

|
I
|
_:_1 OUM1503 ]_ R
!
|
1

oummo-13

OUmMI5S-30 3 Grupe VII
CUM2045 J- Grupo VI
CUMZ20-24 J GrupoV
CUM1517 F Grupo IV

_I,{ CUMz0-44 ]- Grupo III
ounz0-42

|
OUM20-25 }
Grupo IT
H CuUMI0135 v

CUMZ0-Z3 7
[ OuNs-03
CUMOS-01
OUM3IS-038
OUMS0-09
CUMOS-T0
CUMOS-24
CUMOS-03

lClJ!l)G—ﬂ - Grupo [

CUMOS-05
OumMis-38
oumzs-34
oum20-41
OUmMIs-25
OuUmMIs-23
OUmMIs-22
OouUmMi0-00 _

1.00 075 0.50 025 0.00
Distancia Cosficlents de Jaccard

Figura 7. Dendrograma de UPGMA de marcadores ISSR basado en el coeficiente de distancia de

Jaccard en mutantes putativas de Opuntia velutina. La abreviatura de OUMO00-00 corresponde al
material de referencia.
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Las distancias entre lineas mutantes y el control oscilaron entre 0 y 0.49. Con un punto de
corte de 0.30, los 27 materiales se agruparon en nueve conglomerados (I-IX). El primer
grupo (I) fue compuesto por 17 materiales distintos, los cuales fueron divididos en dos
subgrupos (A y B). El subgrupo A fue compuesto por la linea OUM20-29, y el subgrupo B
integrado por 16 materiales (OUMO05-09, OUMO05-01, OUM35-08, OUM30-09, OUMO05-70,
OUMO05-24, OUMO05-03, OUMO05-13, OUMO05-06, OUMO05-38, OUM25-24, OUM20-41,
OUMO05-25, OUMO05-23, OUMO05-22) entre los que se incluyd el control, presentando
variaciones genéticas entre ellas del 0.14-0.17. El grupo II integrado por dos materiales
(OUM20-35 y OUM10-15), al igual el grupo IIT (OUM20-42 y OUM20-44) y el grupo VIII
(OUM10-13 y OUM15-09), con variaciones genéticas entre los materiales que las integran
alrededor de 0.27 y 0.29. En contraste, los grupos IV(OUM15-17), V (OUM20-24), VI
(OUM20-45), VII (OUMO05-30) y IX (OUM20-27) fueron integrados por lineas tnicas.

6.5. Discusion
La radiaciéon gamma es una de las herramientas mas utilizadas para inducir variabilidad
genética en plantas de interés agronomico, debido a su capacidad de generar mutaciones
heredables sin introducir material genético externo. En el presente estudio se aplico
irradiacion a meristemos de O. velutina con el fin de inducir cambios en la secuencia de
ADN, evaluar la respuesta morfologica de las plantulas regeneradas y validar la variabilidad
genética mediante marcadores ISSR.

Los brotes irradiados mostraron diferentes respuestas, las cuales estuvieron relacionadas con
la dosis de radiacion. En particular los meristemos de nopal verdura (O. velutina) expuestos
a dosis elevadas de radiacion (50- 125Gy) manifestaron clorosis, necrosis y muerte. Las dosis
altas de radiacion sobre los tejidos suelen provocar dafios irreparables en el ADN, limitando
la duplicacion celular y promoviendo la apoptosis multicelular (Spencer y col, 2021; Rubio-
Ochoa y col., 2024). La DLs¢ estimada para meristemos de nopal verdura (22.8 Gy), e
encuentra en el rango de tolerancia descrito para otras especies cultivadas, como Agave
tequilana con DLso a 26 Gy (Angeles-Espino y col., 2013) y brotes de Citrus spp con 25-26
Gy (Pérez-Jiménez y col., 2020). a sensibilidad diferencial a la radiacion depende de factores
como el tipo de explante, el genotipo, el tamafio del genoma y condiciones fisicoquimicas
del ambiente de cultivo (Jan y col, 2012; Magaia y col., 2016; Pérez-Jiménez y col., 2020;
Spencer y col, 2021; Rubio-Ochoa y col., 2024).

Las variaciones en la arquitectura vegetal son faicilmente observables durante la regeneracion
de los tejidos, por lo que son aspectos frecuentemente reportados en la identificacion de
materiales mejorados (Hasim y col., 2021; Riviello-Flores y col., 2022; Rubio-Ochoa y col.,
2024). En este estudio, la seleccion morfologica permitio identificar plantulas putativas
mutantes con variaciones en el numero de brotes, raices y desarrollo de la penca, lo que
coincide con reportes en plantulas mutantes putativas de banana (Musa acuminata cv..
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Berangan), se observaron incrementos en el nimero de brotes (48%), peso fresco (33%),
longitud de tallo (47%) y raices (60%), (Hasim y col., 2021), asi como en Vanilla (Vanilla
planifolia) (Serrano y col., 2022). Sin embargo, debe considerarse el efecto hormético
caracteristico de la mutagénesis, en el cual dosis bajas pueden estimular el crecimiento y la
diferenciacion celular, mientras que dosis altas resultan letales (Volkova y col., 2022). Dado
que este efecto es transitorio, se recomienda la seleccion de lineas élite entre la tercera y
cuarta generacion para erradicar quimeras, descartar variaciones somaclonales y fijar las
mutaciones de interés (Toker y col., 2007; Sharman y Thakur, 2021).

Los analisis multivariados son herramientas utiles para la identificacion de accesiones con
variaciones estructurales (Zulfiqar y col., 2021). En este trabajo, el ACP logr6 clasificar y
describir las poblaciones con cambios morfoldgicos contrastantes al control, lo cual también
ha sido implementado en platano (Musa sp.) (Pestanana, y col., 2011), jengibre (Zingiber
officinale) (Sharman y Thakur, 2021) y trigo (7riticum aestivum (Mangi y col., 2021; Zulfigar
y col., 2021); al igual que en genotipos tolerantes al estrés abidtico como cebada (Chikha y
col., 2016), cana de aztcar (Cha-um y col., 2012) y coliflor (Zhu y col., 2012). Estos analisis
permiten una comprension mas profunda de las variaciones genéticas y fenotipicas en las
poblaciones estudiadas en los programas de mejoramiento.

El porcentaje de polimorfismo en estudios de variabilidad genética puede verse afectado por
la cantidad y tipo de marcadores implementados. Si bien cualquier grupo de marcadores
moleculares provee informacion sobre variaciones génicas, su seleccion es fundamental para
alcanzar los objetivos planteados (Rubio-Ochoa, 2024). Los marcadores ISSR han sido
exitosamente aplicados para evaluar el porcentaje de polimorfismo y variabilidad genética
en cultivos sometidos a irradian gamma. En el presente trabajo se eligieron seis marcadores
ISSR que permitieron alcanzar porcentajes significativos de polimorfismo (84.6%);
proporciones menores (71.6%) fueron obtenidos al usar nueve cebadores en mutantes
putativas de pitaya (Stenocereus cv. Zihonglong) (Deng y col., 2020). Otros estudios en
tomate (Lycopersicon esculentum) (EI-Fiki y col., 2021) y banana (Musa paradisiaca cv.
Sapientum) (Due y col., 2019) también han corroborado aumento de la variabilidad genética
(40 y 47%, respectivamente) tras la exposicion a rayos gamma, tal como lo demostrado en la
investigacion actual.

Ademas, en el caso del género Opuntia, la micropropagacion mediante brotes axilares es una
técnica ampliamente utilizada para la homogeneidad genética y la estabilidad clonal, ya que
la multiplicacion ocurre a partir de meristemos preexistentes y no por desdiferenciacion
celular. Esto implica que el método de regeneracion in vitro empleado en O. velutina no
constituye por si mismo una fuente de variabilidad genética, por lo que los cambios
detectados en el analisis ISSR son atribuidos a la accion de la radiacion gamma (Evanno y
col., 2005; Bouzroud y col., 2022).
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6.6. Conclusion

El establecimiento in vitro de meristemos permitié contar con un sistema confiable para la
aplicacion del tratamiento mutagénico y la proliferacion de plantulas. Este trabajo constituye
el primer reporte de aplicacion de irradiacion gamma en meristemos de O. velutina cultivados
in vitro que promovio cambios morfoldgicos que, al ser analizados mediante métodos
multivariados, permitieron identificar materiales con caracteristicas sobresalientes. El
analisis con marcadores ISSR evidencid6 un incremento en la variabilidad genética y
posibilito la seleccion de 27 lineas mutantes con mejoras morfoldgicas. Estos resultados
confirman que la irradiacién gamma es una herramienta efectiva para inducir variabilidad y
seleccionar genotipos con rasgos agrondmicos superiores en programas de mejoramiento de
nopal.
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VIIl. Capitulo 2. Comparacion del perfil metabolémico y antioxidante de extractos
etanolicos de lineas mutantes de nopal verdura (Opuntia velutina) obtenidas
mediante irradiacion gamma

7.1. Resumen

La mutagénesis inducida mediante radiacién gamma (Co%’) es una herramienta eficaz en el
mejoramiento genético de cultivos, generando variabilidad genética en plantas, exitosamente
aplicada en aplicado en cultivos comerciales. Esta técnica principalmente es recomendada en
especies con periodos juveniles largos, como el nopal verdura (O. velutina), rica en
metabolitos fenolicos bioactivos. Por lo que, este estudio evalué el contenido fitoquimico,
antioxidante y perfil metabolémico de lineas mutantes de nopal obtenidas por irradiacion
gamma. Se utilizaron diez materiales de nopal verdura, nueve materiales mutantes y un
control, cultivados in vitro y aclimatados en invernadero. Los extractos etanolicos fueron
obtenidos mediante maceracion y centrifugado. Se cuantificaron polifenoles, flavonoides,
clorofilas y carotenoides por espectrofotometria. La actividad antioxidante se evalu6é con
DPPH, ABTS y FRAP, y el anélisis metabolémico se realizé con cromatografia liquida y
espectrometria de masas. Con el software Progenesis QI se identificaron los metabolitos
acumulados. Las lineas OUMO05-01 y OUM25-34 mostraron aumentos significativos en los
compuestos fenolicos totales (CPT) y flavonoides totales (CFT), asi como en los pigmentos
clorofilicos y carotenoides. En la actividad antioxidante, OUMO05-01 mostré la mayor
capacidad frente al radical ABTS y FRAP. El analisis de componentes principales revelo tres
grupos de materiales, y el andlisis metabolémico no dirigido identificd variaciones
significativas en las rutas metabolicas, destacando la biosintesis de flavonoides en OUMOS5-
01. En esta linea se identificaron metabolitos sobreacumulados de caracter fendlico como
quercetina y taxifolina. Las mutaciones inducidas por radiacion gamma en O. velutina
aumentaron la diversidad metabolica y promovieron la sobreacumulacion de metabolitos con
potencial bioactivo.

7.2.  Introduccion

La mutagénesis inducida es una estrategia utilizada en el mejoramiento genético de plantas
para generar variabilidad heredable y seleccionar caracteres de interés agronomico. Entre los
agentes fisicos empleados se encuentra la radiacién gamma, emitida por isétopos radiactivos
como Cobalto-60 (Co®), misma que ha sido aplicada para mejorar atributos en plantas
relacionados con la resistencia a factores biodticos (fitopatdgenos), abidticos (sequias y
salinidad), asi como caracteristicas estructurales, rendimientos, valor nutricional (proteinas
y aminoacidos) y fitoquimico (ginsendsidos, antocianinas, fructooligosacaridos, etc.)
(Udage, 2021; Rubio-Ochoa, 2024).

Si bien, la radiacion gamma ha sido aplicada en cultivos de importancia comercial, como
arroz (Oryza sativa), vainilla (Vanilla planifolia), tomate (Lycopersicon esculentum),

41



jengibre (Zingiber ofcinale) y ginseng (Panax ginseng) (Le y col., 2019; Abdelnour-Esquivel
y col., 2020; Sharma y col., 2020; Serrano y col., 2022), su aplicacion suele ser remendada
en especies con largos periodos juveniles, baja tasa de germinacion de semillas o complejidad
genética, como el nopal (Opuntia spp), una cacticea de valor alimenticio y cultural en
regiones aridas y semidridas. Los frutos (tunas) y pencas (cladodios) se consumen en fresco
(Silva y col., 2021), en platillos regionales y también se incorporan en la preparacion de
productos de valor afadido como harinas, mermeladas, jugo, vinos y aceites (El-Mostafa y
col., 2014; Tilahun y Welegerima, 2018).

Los cladodios (pencas) de nopal representan una fuente rica en fibras, vitaminas y minerales
(Astello-Garcia y col.,, 2012; Silvia y col.,, 2021), ademds de contener metabolitos
secundarios como d4cidos grasos (4cido palmitico y linoleico), esteroles (B-sitosterol,
campesterol), carotenoides (luteina, - caroteno) y compuestos fendlicos (flavonoides y
estilbenos) (Tilahun y Welegerima, 2018; Aruwa y col., 2019; Silva y col., 2021; Sallam y
col., 2022). Los compuestos fendlicos se caracterizan por la presencia de uno o mas anillos
aromaticos con sustituyentes hidroxilo (Abdel-Hameed y col., 2014: Bertelli y col., 2021);
con base en la variabilidad de sus estructuras, se clasifican en fenoles simples, como los
acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, y polifenoles, entre los que se incluyen
flavonoides, estilbenos y ligninas (Valencia-Avilés y col., 2017; Bertelli y col., 2021).

En especies de Opuntia se han identificado flavonoides como kaempferol, quercetina,
isoharmnetin, rhamnetin, y nicotiflorin (Aruway col., 2019; Iftikhar y col., 2023; Elouazkiti
y col., 2024). Estos compuestos presentan propiedades bioldgicas asociadas con la
neutralizaciéon de radicales libres, regulacién de procesos inflamatorios, efectos
hipoglucemiantes, hepatoprotectores, antimicrobianos y antivirales, ademés de un papel
preventivo en enfermedades metabodlicas y cronico-degenerativas como diabetes, cancer y
enfermedades cardiovasculares (Abdel-Hameed y col., 2014; Tilahun y Welegerima, 2018;
Izuegbuna, y col., 2019).

Actualmente, se han descrito mas de 8000 estructuras fenolicas en plantas (Dai y col., 2010),
lo cual representa un desafio para su aislamiento, cuantificacion y caracterizacion. Dada su
naturaleza polar, suelen extraerse mediante solventes como metanol, etanol, acetonitrilo o
acetona, solos o en mezcla con agua (Weber y Passon, 2019). La cuantificacién global de
polifenoles o subgrupos especificos se realiza mediante métodos colorimétricos, aunque su
especificidad es baja, debido a la influencia de otros compuestos reductores (Singleton y
Rossi, 1965; Vinas y Campillo, 2019; Bérlocher y Graca, 2020). Por lo que, para superar
estas limitantes se emplean técnicas cromatografia de alta resolucioén acoplada a detectores

como resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masa (MS) (Kontogianni,
2014; Chiriac y col., 2021).
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En particular, la cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas (CLAR-MS) ha permitido el andlisis no dirigido de metabolitos, proporcionando
informacion integral del metaboloma vegetal, la elucidacion de rutas metabolicas y la
identificacion de biomarcadores (Oh y col., 2021; Wang y col., 2024). La complejidad del
perfil fenodlico en Opuntia, asi como la presencia de metabolitos diferenciales entre
genotipos, refuerza su relevancia como marcadores quimicos para la caracterizacion de
variantes y la seleccion de materiales mejorados (Siracusa y Ruberto, 2014; Bhat y col.,
2023). Por lo que, el objetivo del trabajo fue evaluar el contenido de compuestos fendlicos,
la actividad antioxidante y el perfil metabolémico de extractos etanolicos de variantes
genéticas de nopal verdura (O. velutina) obtenidas por irradiaciéon gamma y establecidas ex
vitro, para contrastar su variacion fitoquimica respecto al material no irradiado.

7.3. Materiales y métodos
7.3.1. Material vegetal

Se usaron diez materiales de O.velutina obtenidos a partir de meristemos in vitro irradiados
con rayos gamma. Ocho de ellos, identificados como lineas mutantes de acuerdo a las
técnicas moleculares previamente descritas (OUMO05-01, OUMO05-09, OUMO05-30, OUM10-
15, OUM15-09, OUM20-24, OUM20-29 y OUM20-35) y dos sin presentar variacion
genética (OUMO05-22 y OUM25-34) en comparacion con el material de referencia (OUMO00-
00). Los cultivos in vitro fueron aclimatados en contenedores de pléstico transparentes con
sustrato compuesto por turba de musgo y agrolita (1:1), bajo condiciones de invernadero
(intensidad luminica de 1600 lux, 35 + 2 °C y 60% de humedad relativa). Los cladodios
fueron aclimatados por un periodo de diez semanas hasta su procesamiento.

7.3.2. Obtencion de extractos etandlica
Se emplearon cladodios mantenidos en invernadero como material vegetal, los cladodios
fueron congelados y liofilizados (Marca, Modelo). El material seco se pulverizo con mortero
de ceramica hasta tener un polvo homogéneo, enseguida se macer6 en etanol al 80% (1:10
p/v) e incubo a 45°C a bafio Maria por 120 min (Marca, modelo). El sobrenadante fue
recuperado mediante centrifugado por 6000 rpm por 15 min (Marca, modelo). Los extractos
recuperados fueron sometidos a cuantificaciones fitoquimicas y metabolomicas.

7.3.3. Evaluacion fitoquimica
7.3.3.1. Cuantificacién de polifenoles (CPT)
Se cuantificod con base en lo descrito por Tranquilino-Rodriguez et al., (2020). Se mezclaron
0.050 mL del extracto etandlico, 0.1 mL de Folin-Ciocalteau (1 N), 0.550 mL de agua
destilada, y 0.300 mL de carbonato de sodio al 7.5% (Na>COs3), se incubd por 15 min y se
ley6 la absorbancia a 760 nm. Los resultados se ponderaron en una curva patrén de acido
gélico y se expresaron en miligramos equivalentes por gramo de peso seco (mg EAG/g).
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7.3.3.1. Cualificacion de flavonoides (CFT)

Para el contenido de flavonoides totales se determiné por el método de cloruro de aluminio,
reportado por Tranquilino-Rodriguez y col. (2020); se tomaron 0.030 mL del extracto, se
afnadi6 0.170 mL de etanol, 0.01 mL de una solucién de cloruro de aluminio al 10% (AICl3),
0.01 mL de solucion de acetato de potasio al 1 M (CH3COOK) y 0.28 mL de agua destilada.
La mezcla se incubd por 30 min, y se leyo 415 nm. Las concentraciones se calcularon con
una curva patrén de quercetina (Q) y se expresaron en miligramos equivalentes por gramo
de peso seco (mg EQ/g).

7.3.3.2. Cuantificacién de clorofilas y carotenoides
El contenido de clorofilas y carotenoides fue evaluado mediante el método
espectrofotométrico de por Lichtenthaler y Buschmann, (2001). Los extractos se diluyeron
en etanol al 95% (1:10) y se midieron las absorbancias a 470, 649, 665 nm. Las
concentraciones de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb), clorofilas totales (Ca + Cb),
carotenoides totales (Cx + c), se calcularon usando como referencia las siguientes
ecuaciones:

Ca (ug /mL) = (13.36 * A665) — (5.19 * A649)

Cb (ug /mL) = (27.43 =« A649) — (8.12 = A665)

Ca + Cb (ug /mL) = (5.24 = A665) + (22.24 = A649)

Cx + ¢ (ug /mL) = (1000 * 4470 — 2.13 * Ca — 97.64 * Cb) /209)

Los resultados se expresan como mg/g de peso seco.

7.3.4. Valoracion de la actividad antioxidante
7.34.1. Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)
Se cuantificéd con base en lo descrito por Tranquilino-Rodriguez y col. (2020). Se mezcl6 0.8
mL del radical DPPH al 0.ImM y 0.2 mL de muestra (dilucién o patron), se incub6 por 30
min y se ley6 la absorbancia a 517 nm. Los resultados fueron ponderados con una curva
patron de trolox y unidades expresadas en miligramos equivalentes por gramos de peso seco
(mg ET/g).

7.3.4.2. Radical acido 2,2’azinobis-(3- etilbenzotiazolina)-6-sulfénico
(ABTYS)

La actividad neutralizante del radical ABTS"" se midi6 segun lo reportado por Tranquilino-
Rodriguez y col. (2020). El radical se generé mediante una solucion acuosa de ABTS con
persulfato de potasio, que fue incubada por 12 h en oscuridad. Enseguida, la solucién se
diluy6 en etanol hasta obtener una absorbancia de 0.70 + 0.02 a 734 nm. Para la evaluacion
de la capacidad neutralizante, se colocaron 0.950 mL de solucién de ABTS con 0.025 mL de
extracto y 0.025 mL de etanol, posterior a 30 min, se registro la absorbancia a 734 nm y los
resultados se expresaron en mg ET/g.
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7.3.4.3. Poder reductor de hierro (111) o FRAP (por sus siglas en ingles
“ferric reducing/antioxidant power”)

El ensayo se realizé segun lo reportado Lui y col. (1982). Se prepararon las soluciones: A)
300 mM de acetato de sodio disuelto en 0.8 ml de 4cido acético y 49.2 mL de agua y pH de
3.6. B) 10 Mm de 2, 4, 6 tripiridil-s-triazina- ferroso (TPTZ), en 5 mL acido clorhidrico al
40 mM y C) 20 mM de cloruro férrico en 5 mL de agua. Las soluciones se mezclaron en
proporcion 10:1:1 e incubadas a 37 °C por 10 min. Se tomaron 0.950 mL de esta mezcla,
0.025 mL del extracto y 0.025 mL de etanol e incubacion por 30 min con lectura a 593 nm.
Los resultados se reportaron en mg ET/g.

7.3.5.  Analisis metabolomico no dirigido
Los extractos etanolico fueron colocados en rotavapor a 40 °C hasta peso constante. Los
reconcentrados se sometieron a una segunda extraccion con metanol en una proporcion 1:20
(p/v), e incubados en bafio ultrasénico durante 20 min. Posteriormente, se reconcentraron y

diluyeron en metanol a una concentracion final de 100 mg/mL y filtraron con membrana
PTFE de 0.2 um.

El analisis se realizo en un sistema de cromatografia liquida de ultra alta resolucion (Acquity
UPLC I Class, Waters) acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion (Synapt
HDMi). La separacion se realizo en una columna de C18 Waters Acquity BEH (1.7 um, 2.1
mm % 50 mm) mantenida a 40 °C y 15 °C para las muestras. La fase mévil consistio en (A)
agua y (B) acetonitrilo, ambos acidificados con 0.1% de &cido formico. Se utilizd6 un
gradiente eluyente con las siguientes condiciones: de 0 a 20 min (1-99% de B), de 20.1 a 24
min (99% de B), y de 24.1 a 25 min (1% de B). La velocidad de flujo fue de 0.3 mL/miny el
volumen de inyeccion de 10 pL. La ionizacion por electrospray en modo positivo y negativo
(ESI+) se adquirio en un rango de 50-1200 Da, con una temperatura fija de la fuente de 120
°C, una temperatura de desolvacion de 20 °C, un flujo de gas de desolvacion de 600 L/h, un
cono de extraccion a 0.5 V y un voltaje de capilar de 3 y 2.5 kV. En el escaneo de baja energia,
el voltaje del cono fue de 40 y 80 V, y la energia de colision de 6 V para la funcion 1 y de 10
a 30 V para la funciéon 2. Las muestras se inyectaron por triplicado en ambos modos de
ionizacion.

7.3.6. Disefio experimental y andlisis estadistico
El disefio experimental fue completamente al azar y se llevaron a cabo por triplicado. Las
variables espectrofotométricas (compuestos fendlicos, flavonoides, clorofilas, carotenoides
y actividad antioxidante) se evaluaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion multiple de medias con la prueba de Tukey (p <0.01). Adicionalmente, se aplico
un andlisis de agrupacion por conglomerados jerarquico por el método de Ward, y de
componentes principales (ACP) entre variables.
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Los datos cromatogréaficos se adquirieron y procesaron con el software MassLynx (versién
4.1). Los valores de masa/carga (m/z), los tiempos de retencién (rt) y las intensidades de
sefial. Las intensidades de las sefiales se transformaron mediante Logio. Los datos se
sometieron a un analisis de agrupacion de conglomerados jerarquico por distancias
Euclidianas por método de Ward, lo que fue resumido con un mapa de calor. Se realizaron
comparaciones pareadas frente al control mediante prueba de t (p < 0.05) y estimacion de
cambio de pliegue (CP), cuyos resultados se resumieron en un grafico de volcan.

Los caracteres diferenciales se sometieron a analisis funcional de rutas metabolicas mediante
el algoritmo Mummichog con la base de datos KEGG para Gossypium hirsutum. Se obtuvo
el factor de enriquecimiento (EnrF) y el valor p transformado (-logio p), presentandose en
graficos de burbujas. El analisis de impacto topoldgico de vias se efectué considerando
metabolitos con CP > 2 y p < 0.05. En este andlisis se obtuvo en nimero de metabolitos
encontrados (hits), el impacto sobre la via, el valor p (-logio p) y se usé la tasa de
descubrimientos falsos esperada (FDR, por sus siglas en inglés) por método de Benjamini-
Hochberg, tomado el umbral FDR < 0.05 como resultados significativos. El analisis de vias
fue resumido a traves de un diagrama de dispersion.

La identificacion tentativa de metabolitos se llevo a cabo utilizando el tr-m/z obtenido para
cada caracter, donde se obtuvo la puntuacion global (Score), la puntuacion de coincidencias
de fragmentacion (Score Frg), error de la masa (Error) y similitud isotépica (Sim), del mismo
modo se usaron 60 estdndares para compuestos fendlicos L-fenilalanina, (-)-
epigalocatequina, malvina, (+)-catequina, escopolina, &cido clorogénico, cloruro de
kuromanina, cloruro de Kkeracianina, acido cafeico, acido vainilico, procianidina B2,
mangiferina, (-)-epicatequina, (-)-galocatequina galato, quercetina-3,4'-di-O-glucosido,
acido 4-cumarico, acido elagico, escopoletina, miricitrina, rutina, acido sinapico, quercetina-
3-D-galactésido, (-)-epicatequina galato, quercetina-3-glucésido, é&cido 3-cumarico,
luteolina-7-O-glucdsido, penta-O-galoil-B-D-glucosa, kaempferol-3-O-glucosido,
quercitrina, naringina, miricetina, hesperidina, acido rosmarinico, floridzina,
secoisolariciresinol, trans-resveratrol, luteolina, quercetina, psoraleno, apigenina,
naringenina, angelicina, kaempferol, hesperetina, podofilotoxina, acido
nordihidroguaiaretico, crisina, crisofanol, kaempferida y emodina.

Los analisis estadisticos espectrofotométricos fueron obtenidos mediante el paquete

estadistico JMP, los analisis cromatograficos en la plataforma MetaboAnalyst 6.0, y la
identificacion de metabolitos con el software Progenesis QI (Waters).
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7.4. Resultados
7.4.1. Evaluacion de fitoquimica (CPT, CFT, clorofilas y carotenoides)

La evaluacion fitoquimica de los materiales se resume en el Cuadro 1. El contenido de CPT
mostro incrementos significativos en los materiales OUM25-34 y OUMO05-01, con valores
de 13.47 £ 0.38 y 12.84 + 0.61 mg EAG/g, correspondientes a aumentos del 30 y 24% en
comparacion con el control OUMO00-00 (10.39 £+ 0.19 mg EAG/g). En el CFT, las lineas
OUM20-24 y OUM20-29 presentaron valores de 7.27 £ 0.24 y 7.18 £ 0.18 mg EQ/g,
superiores en 20 y 18% al material de referencia (6.07 = 0.19 mg EQ/g).

Dentro del contenido de Ca, los materiales OUMO05-01 y OUM25-34 registraron mayores
concentraciones de clorofila a (Ca) con 1.08 £ 0.01 y 1.05 + 0.01 mg/g PS, equivalentes a
incrementos del 120 y 114% respecto al control (0.49 = 0.01 mg/g). Del mismo modo, el
material OUM25-34 presentd el mayor contenido de Cb (0.45 + 0.02 mg/g), con un
incremento del 73% sobre el control (0.26 + 0.03 mg/g) sin mostrar diferencias estadisticas
entre ambos. Es esta misma linea el contenido de Ca + Cb aument6 en un 150% respecto al
control (0.75 + 0.03 mg/g). En contraste, la linea OUMO05-22 reducciones de 14, 88 y 41%
de Ca, Ch, Ca y Cb, respectivamente, en relacion con el material de referencia. Respecto a
Cx + ¢, las lineas OUMO05-01 y OUM20-24 registraron valores de 0.49 + 0.01 y 0.50 + 0.01
mg/g, con incrementos del 96 y 100% frente al material de referencia (0.25 + 0.02 mg/qg),
presentando diferencias estadisticas significativas.
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Cuadro 1. Comparacion fitoquimica de CPT, CFT, clorofilas y carotenoides entre materiales vegetales mutantes de Opuntia velutina

0. CPT (mg EAG/g) CFT (mg EQ/g) Ca (mg/g) Cb (mg/g) Ca + Cb (mg/g) Cx + ¢ (mg/g)
velutina Contenido de Contenido de Contenido de Contenido de Contenido de Contenido de
polifenoles totales flavonoides totales clorofila a clorofila clorofilas totales carotenoides totales
OuUMO00 10.39 £ 0.19¢ 6.07 £ 0.198¢ 0.49 + 0.01F 0.26+ 0.03¢P 0.75 +0.03F 0.25 +0.02F
OL;(IJ\(/)IOS 12.84 £0.6178 6.26 + 0.218¢ 1.08 £0.014 0.13 £0.01F¢ 1.20 £0.038 0.49 +0.014
_01*
OL(J)I%/IOS 7.34 £0.20F 4.75 £ 0.33F 0.48 £0.02F 0.09 £ 0.006" 0.57 £0.02¢ 0.39 £0.01¢P
_NO*
Olj)IS\J/IOS 8.56 + 0.28F 4.85 + 0.32FF 0.42 +0.02¢ 0.03 + 0.00" 0.44 +0.02" 0.40 £ 0.01¢P
-22
OUMO05 8.02 £0.37F 5.00 + 0.03PEF 0.68 £0.03P 0.17 £ 0.01FF 0.86 £ 0.04F 0.33 £0.02F
_20*
OL?I(\)/Ilo 11.09 + 0.20¢PE 5.75+ 0.18¢PE 0.61 + 0.00¢F 0.37 £ 0.048 0.98 + 0.04P 0.45 + 0.03%8
-15*
OUI?/IlS 10.81+ 0.46PF 6.70 £ 0.368 0.69 + 0.05° 0.23 + 0.04PE 0.92 + 0.02PE 0.41 + 0.02B¢
-09*
OouM20 12.20 £ 0.298¢ 7.27 £0.247 0.92+0.018 0.17 £ 0.01FF 1.08 +£0.02¢ 0.50 £0.014~
-24*
OuUM20 11.63 £ 0.218¢P 7.18 £0.18% 0.82 £0.01¢ 0.28 + 0.03¢P 1.10 £0.02¢ 0.39 + 0.02¢P
-29*
OouM20 7.42 +0.32F 4.73 £0.16F 0.57 £ 0.01F 0.33 £ 0.02B¢ 0.89 + 0.02F 0.17 £0.02¢
-35*
ouM25 13.47+0.38% 5.77 £0.38¢P 1.05+0.014 0.45 £0.02A 1.50 £ 0.014 0.36 £ 0.01P¢
-34

Media + DS. Los valores con letras iguales dentro de las columnas prestaron valores estadisticamente similares entre si segin la prueba Tukey en p <0.01. Los

materiales vegetales marcados con * fueron identificados como variantes genéticas del material de referencia (OUMO00-00).



7.4.2. Valoracion de la actividad antioxidante
Los resultados de la actividad antioxidante se presentan en el Cuadro 2. Respecto a la
actividad antioxidante frente al radical DPPH, se observaron reducciones significativas del
18 al 43%. a linea OUM20-24 registré la menor capacidad antioxidante (3.01 + 0.29 mg
ET/qg), en contraste con el material de referencia OUMO00-00, que presentd la mayor actividad
(5.30 £ 0.17 mg ET/qg).

Cuadro 2. Actividad antioxidante de extractos etandlicos de materiales vegetales mutantes
de Opuntia velutina

O. velutina DPPH ABTS FRAP
mg ET/g mg ET/g mg ET/g
OUMO00-00 5.30 +0.174 7.23£0.2178 5.68 + 0.38°
OUMO05-01* 4.17 +0.1685€ 7.79 +0.15% 9.51 +0.324
OUMO05-09* 3.41 £ 0.21°PE 5.16 +0.17° 6.31 +0.29P
OUMO05-22 4.05 + 0.248¢P 5.95+0.10¢ 7.33 +£0.268¢
OUMO05-30* 4,13 +0.158¢P 5.20 +0.14° 8.25 + 0.24°
OUM10-15* 3.46 + 0.36CPF 7.08 £ 0.36"8 5.76 + 0.51P
OUM15-09* 4.33 +0.078 6.53 + 0.03B¢ 7.23 +0.498¢
OUM20-24* 3.01 +0.29F 5.97 +0.24° 5.73+0.35°
OUM20-29* 4.02 +0.218¢P 6.81 +0.158 7.43 +0.21B¢
OUM20-35* 3.34 + 0.24PF 415+ 0.28F 5.90 + 0.31P
OuUM25-34 4,07 +0.258¢P 7.06 +0.2878 7.16 +0.188¢

Media + DS. Los valores con letras iguales dentro de las columnas prestaron valores estadisticamente similares
entre si segun la prueba Tukey en p <0.01. Los materiales vegetales marcados con * fueron identificados como
variantes genéticas del material de referencia (OUMO00-00)

En la capacidad neutralizante del radical ABTS, la linea OUMO05-01 alcanz6 7.79 £ 0.15 mg
ET/g, lo que representd un incremento del 8% en relacion con el control (7.23 = 0.21 mg
ET/g); sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas frente al
material de referencia ni frente a las lineas OUM10-15 (7.08 = 0.36 mg ET/g) y OUM25-24
(7.06 £ 0.28 mg ET/g).

En el ensayo FRAP, se registraron incrementos de 1 a 67% en comparacion con el control
(5.68+0.38 mg ET/g). La linea OUMO05-01 mostro6 el mayor poder reductor (9.51 + 0.32 mg
ET/g), siendo estadisticamente superior al material de referencia.
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7.4.3. Analisis de componentes principales entre el contenido de polifenoles y
actividad antioxidante
El ACP se aplico para visualizar las relaciones entre el contenido de compuestos polifendlico
y la actividad antioxidante, asi como el agrupamiento de los materiales evaluados en funcion
de sus caracteristicas fitoquimicas y su potencial antioxidante (Fig. 1).

En el analisis de ACP, evidencio un 68.2% de la variabilidad de los datos analizados. El
componente 1 acumuld un 49.9% de la varianza, con mayor aporte de las variables de CPT
(r=0.46),Ca(r=0.42)y Ca+ Cb (r=0.41). El componente 2 aporté un 19.3% de la varianza,
como las principales contribuyentes se encontrd a Cb (r = -0.63) y FRAP (r = 0.59).

Se detectaron correlaciones positivas y significativas entre las variables que contribuyeron al
primer componente. La correlacion mas alta correspondié a Cay Ca+ Cb (r=0.91), seguida
por las asociaciones entre CPT y Ca + Cb (r=0.86), y CPT y Ca (r = 0.84). En contraste, las
variables vinculadas al segundo componente (Cb y FRAP), mostraron una correlacion
negativa (r = -0.42). Asi mismo, se observo una correlacion positiva significativa entre CPT
y ABTS (r=0.82), y CPT y CFT (r = 0.76).

Los once materiales analizados se distribuyeron entre los dos primeros componentes, lo que
permitié identificar tres conglomerados (CG1-3). El CGI incluy6 seis materiales (OUMOS-
01, OUM10-15, OUM15-09, OUM20-24, OUM20-29, y OUM25-34), caracterizados por
mayores valores de polifenoles totales, flavonoides y actividad neutralizante de ABTS. El
CG2 se integrd unicamente por OUMO00-00, mientras el tercero CG3 agrupd por cuatro
materiales (OUMO05-09, OUMO05-22, OUMO05-30 y OUM20-35).
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Figura 1. Analisis de componentes principales del contenido de polifenoles (CPT), flavonoides
(CFT), clorofila a (Ca), clorofila b (Cb), clorofilas totales (Ca + Cb), carotenoides (Cx + c) y
capacidad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP) de diez materiales y control de Opuntia velutina

(OUMO00-00).
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7.4.4. Comparativa del analisis metabolémico no dirigido de mutantes de
Opuntia velutina

El analisis metabolémico no dirigido de los extractos de tres variantes genéticas de O.
velutina (OUMO05-01, OUMO05-30, OUM25-34) y su control (OUMO00-00) permiti6 generar
una base de datos combinada de espectros de ambos modos de ionizacion (ESI+ y ESI-), que
integr6 21 200 valores de rt-m/z.

En el mapa de calor obtenido a partir de esta base de datos (Fig. 2) evidencié cuatro conjuntos
principales de sefiales y perfiles fitoquimicos distintos entre los materiales. Asimismo, el
analisis de agrupamiento distribuyd los cuatro materiales en dos subgrupos: el primero
integrado por el control y la linea OUMO05-01, y el segundo por las lineas OUMO05-30 y
OUM25-34, lo que reflejé una mayor similitud metabolomico dentro de las lineas de cada
subgrupo.

En el analisis de comparacion de pliegue (CP) mostrd que, la linea OUMO05-01 respecto al
control, se identificaron 4717 caracteristicas rt-m/z diferenciales (p < 0.05) en modo de ESI-
y 4786 en ESI+. Entre ambos modos de ionizacion se identificaron 4939 caracteres
incrementados (CP > 2; p <0.05), respecto al material de referencia (Fig. 3, Ay B).
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QuUmMO05-01
OUMO5-30
oumM25-34
OUMOD0-00

Figura 2. Mapa de calor de agrupamiento jerarquico de los perfiles de comparacion (generados por
el método de Ward con distancias Euclidianas como algoritmo de agrupamiento). Cada fila
corresponde a una caracteristica rt-m/z Unica. La comparacion de intensidad se muestra mediante la
puntuacion z (los colores rojo y azul indican intensidades mas altas y mas bajas, respectivamente,
entre las muestras).
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Figura 3. Grafico de volcan de la comparacion de los perfiles quimicos globales (EIS + y EIS -) de
las variantes mutantes de Opuntia velutina/material de referencia (p < 0.05). Ay B, corresponden a
la comparacion entre la linea OUMO05-01/O0UMO00-00 en modos de ionizacidon positiva y negativa,
respectivamente; C y D corresponden a la comparacion entre la linea OUMO05-01/0UMO00-00 en
modos de ionizacidon positiva y negativa, respectivamente OUMO05-30/0UMO00-00. E y F
corresponden a la linea OUMZ25-34/OUMO00-00 en los mismos modos de ionizacidon antes
mencionados. Cada circulo corresponde a una caracteristica rt-m/z. Los colores rojo y azul indican

valores de cambio de pliegue logaritmicos positivos y negativos significativos (prueba t),
respectivamente.
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En la linea OUMO05-30 se detectaron 6104 caracteristicas rt-m/z diferenciales (p < 0.05) en
modo ESI- y 5861 en modo ESI+, con 5869 de senales aumentadas (CP > 2; p < 0.05),
respecto al material de referencia (Fig. 3, C y D). Finalmente, en OUM25-34 se identificaron
6297 y 5456 caracteristicas rt-m/z diferenciales (p < 0.05) en ESI- y ESI+, respectivamente;
de los cuales 6011 mostraron incrementos significativos (CP > 2; p <0.05) (Fig. 3, Ey F).

Los caracteres diferenciales significativos (p < 0.05) fueron sometidos a un andlisis funcional
con el objetivo de identificar rutas metabolicas tentativas que pudieron ser alteradas durante
los procesos de mutagénesis, lo que fue posible al estimar el factor de enriquecimiento
(EnrF). El andlisis de enriquecimiento de rutas reportd un total de 78 rutas entre las tres
variantes genéticas de O. velutina, las cuales se resumen en la Fig. 4.
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Figura 4. Grafico de burbujas obtenido del analisis funcional de enriquecimiento de rutas metabolicas
KEGG con los caracteres diferenciales significativos (p < 0.05) entre las lineas mutantes de Opuntia
velutina y su control. El tamafio de los circulos se relaciona con el de factor de enriquecimiento
(EnrF), mientras el color con el nivel de significancia estadistica [-logio (p)] de la ruta.
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Figura 4 (continuidad). Grafico de burbujas obtenido del analisis funcional de enriquecimiento de
rutas metabolicas KEGG con los caracteres diferenciales significativos (p < 0.05) entre las lineas
mutantes de Opuntia velutina y su control. El tamafio de los circulos se relaciona con el de factor de
enriquecimiento (EnrF), mientras el color con el nivel de significancia estadistica [-logio (p)] de la
ruta.
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En la linea OUMO05-01 destacaron enriquecimientos significativos en las rutas de biosintesis
de flavonoides (EnrF= 1.8, -logio p= 2.1), isoflavonoides (EnrF= 2.1, -logio p= 1.8), y
fenilpropanoides (EnrF= 1.6, -logio p= 1.5), todas relacionadas con la sintesis de compuestos
fenolicos. Por su parte, en la linea OUMO05-30 sobresalieron los enriquecimientos del
metabolismo de esfingolipidos (EnrF= 3.3, -logio p=1.9), y biosintesis de pantotenato y CoA
(EnrF= 2.6, -logio p= 1.6), las cuales se encuentran vinculadas con la regulacién del
metabolismo lipidico y la disponibilidad de CoA. En la linea OUM25-34 se observaron
tendencias de enriquecimiento en la biosintesis de carotenoides (EnrF= 2.1, -logio p = 1.2),
biosintesis de valina, leucina e isoleucina (EnrF= 2.7, -logio p= 1.1) y metabolismo de
arginina (EnrF= 2.3, -logio p= 1.1), lo que sugiere una posible participaciéon funcional,
aunque sin alcanzar significancia estadistica bajo un umbral establecido.

Dado que la linea OUMO05-01 present6 el mayor nimero de rutas enriquecidas, las sefiales
incrementadas en ambos modos de ionizacion (4939 en total) con CP > 2 (p < 0.05) fueron
sometidas a identificacion tentativa de mediante la base de datos KEGG, disponible para
Gossypium hirsutu. Como resultado, se identificaron tentativamente 315 metabolitos,
posteriormente integrados a un analisis de vias metabolicas.

En el analisis de las vias metabdlicas (Fig. 5) mostré mayor impacto en la biosintesis de
flavonas y flavonoides (impacto = 0.8), el metabolismo de galactosa (impacto = 0.7), la
biosintesis de flavonoides (impacto = 0.6), el metabolismo del 4cido alfa linolénico (impacto
=0.6) y la biosintesis de fenilpropanoides (impacto = 0.5), todas con significancia estadistica
(FDR < 0.05). Estos resultados mostraron que los metabolitos que aumentaron su
acumulacién se concentra en rutas de sintesis de compuestos fenolicos.
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Figura 5. Grafico de dispersion del impacto de las vias metabdlicas identificadas en la linea OUMO5-
01 de Opuntia velutina, a partir del conjunto de metabolitos acumulados (CP >2; p <0.05). La escala
de color, de rojo a amarillo, representa el valor de impacto significativo de cada via metabolica (FDR
<0.05).

De manera complementaria, las caracteristicas tr-m/z fueron analizadas con el software
progenesis Ql. La identificacion tentativa considerd la puntuacion global (score), la
puntuacion de coincidencias de fragmentacion (score frg), error de la masa (Error) y similitud
isotopica (Sim). Adicionalmente se usaron estandares para 60 compuestos fendlicos, lo que
permitié identificar tentativa 16 compuestos en la linea OUMO05-01 (Cuadro 3). Estos
metabolitos podrian estar relacionados con el potencial antioxidante observado en esta linea,
y vinculados a las vias metabdlicas con mayor impacto.
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Cuadro 3. Identificacion tentativa de metabolitos sobre acumulados en la linea mutante OUMO05-01 en comparacion con OUMO00-00 (control)

Progenesis QI

No m/z tr Nombre tentativo Formula Aducto Score Score Frg Error Sim CP p valor
(ppm)
1 192.0261n  1.13 Acido citrico CsHsgO7 M-H;0-H, M-H 58.1 96.4 -4.67 99.26 5.7 9.8 x10%
2 271.0595 2.28 Genisteina C15H100s M+H 43.1 27.1 -2.18 90.81
3 286.0479n 4.2 Kaempferol C15H1006 M+H-H.0, M+H 50.3 53.2 0.56 99.00 0.2 1.97 x 10°°
4 302.0438n 4.8 Isémero de quercetina Ci15H1007 M+H, M+Na, M+H- 45.7 35 3.92 97.99 6.4 6.35 x 10*
H20
5 325.0125 4.9 Isémero de luteolin Ci15H1006 M+K 47 449 5.64 96.32 - -
m/z
6 341.107 5.19 Trehalosa C12H22011 M-H 47.1 56.5 -5.58 85.39 6.6 5.33x10*
7 304.0568n  5.23 Taxifolina C15H1207 M-H20-H, M-H 46.5 46.1 -5.10 92.10 6.9 8.73 x10*
8 299.0181  5.43 Miricetina C15H100s M-H20-H 424 34.7 -5.09 83.39 - -
m/z
9 151.0025 6.04 Acido gélico C7HeOs M-H20-H 44.8 40.2 -6.71 91.64 - -
m/z
10 269.0433  7.07 Apigenina C15H100s5 M-H 41.2 31 -8.24 83.99 0.2 5.10 x 10
m/z
11 272.0695n  9.55 Isémero naringenina C15H1205 M+H-H20, M+Na 43 23.3 3.92 96.010 53 3.17x10°
12 193.0496  10.7 Isémero de C10HsO4 M+H 41.7 15.7 0.21 93.21 55 5.50 x 10
m/z 8 escopoletina
Estandares
No m/z tr Nombre tentativo Formula Aducto Error CcP p valor
(ppm)
1 175.0233  4.37 Escopoletina C10HsO04 M-H20+H, M-H20-H, M+Na -1.62x 108 6.2-8.4 2.00 x 10*
2 283.0239 6.27 Quercetina C15H1007 M-H20-H -1.29 8.4 1.50 x 1073
3 287.0555  6.37 Luteolina C15H1006 M+H -2.26 0.2 1.75x 10
4 271.06065 7.03 Naringenina Ci15H120s M-H -2.40 0.2 5.10 x 10°%

Masa experimental (m/z), tiempo de retencion (tr), puntuacion global (Score), puntuacién de coincidencias de fragmentacion (Score Frg), error de la masa (Error), similitud isotopica
(Sim), Cambio de pliegue (CP), valor p fue obtenido de la prueba t (p < 0.05).
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Entre los compuestos que aumentaron su acumulacion (CP >2; p < 0.05), se identificd
tentativamente a quercetina (CP = 8.4), taxifolina (CP = 6.9), isomeros de quercetina y
naringenina (CP = 6.4 y 5.3, respectivamente), todos pertenecientes a las rutas de flavonoides
y flavonas. A su vez, se detect0 la presencia a escopoletina (CP=6.2-8.4), y posibles isomeros
(CP=5.5), asociados a la via de fenilpropanoides; trehalosa (CP = 6.6), en el metabolismo
de galactosa; y &cido citrico (CP =5.7), componente clave en el ciclo TCA y reconocido por
su contribucion en la neutralizacion de radicales libres.

7.5. Discusion
La identificacion de materiales mejorados generalmente es llevada a cabo a través de la
deteccion de cambios morfoldgicos, citoldgicos y bioquimicos (Nadeem y col., 2018; Bhat 'y
col., 2023). Bajo este enfoque, la comparacion del contenido y perfil fitoquimico entre el
material de referencia y sus variantes génicas, permite identificar materiales elite en la
produccion de metabolitos de valor comercial y/o nutraceutico.

En este estudio, las variantes de O. velutina mostraron incrementos significativos en el CPT
y CFT, con aumentos del 5 al 30% y 3 al 20%, respectivamente en comparacion al material
de referencia. Los materiales OUM25-34 (13.47+ 0.38 mg EAG/g) y OUM20-24 (7.27 +
0.24 mg EQ/g) fueron los mas destacados. Asimismo, se encontraron incrementos en los
contenidos de Ca (5-88%), Cb (18-60%), Ca + Cb (8-150%) y Cx + ¢ (40-96%), donde los
materiales OUM25-34 y OUMO5-01, presentaron mayor participacion. Estos valores,
duplicaron lo reportado por Astello-Garcia y col. (2015) en las variedades Copena, Atlixcoy
Rojo vigor de nopal verdura (Opuntia ficus-indica), donde los autores reportaron valores del
CPTentre 3.7y 7.6 mg EAG/g PS, y el CFT entre 5.3-6.1 mg EQ/g PS. De manera semejante,
se superaron a los obtenidos por Iftikhar y col. (2023) en cladodios de nopal (O. ficus-indica)
variedad Meyer, con un contenido de 4 mg EAG/g PS de CPT y 0.6 mg EQ/g PS de CFT, lo
que evidencia el potencial diferencial de los genotipos.

Los materiales analizados reflejaron incrementos del 11-67% en el poder reductor del ion
férrico. No obstante, se registraron disminuciones en la neutralizacion de radicales ABTS (-
2 a -42%) y DPPH (-18 a -43%). La variacion del potencial antioxidante en extractos
vegetales estd sujeta al tipo y abundancia de metabolitos presentes, ademas se ve influenciado
en gran medida entre géneros y variedades dentro de una misma especie, tal como lo
reportado por Astello-Garcia y col. (2015) entre quince variedades de las especies O.
streptacantha, O. hyptiacantha, O. megacantha, O. albicarpa y O. ficus-indica con valores
de 15.7 mg ET/g PS, 9.21 mg ET/g PS, 12.3 mg ET/g PS y 10.1, 127.4 mg ET/g PS,
respectivamente, frente al radical DPPH. Estos resultados, son superiores a los reportados en
el presente trabajo. Estos resultados sugieren que, aunque los compuestos fendlicos y
carotenoides contribuyen significativamente a la actividad antioxidante, otros metabolitos
secundarios podrian participar en esta respuesta.
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El andlisis multivariante mediante ACP y el conglomerado jerarquico, han sido
implementados en el analisis de metabolitos secundarios y propiedades bioactivas presentes
en especies del género Opuntia. Estos métodos permiten explorar informacion subyacente en
un conjunto robusto de datos, identificar patrones que permitan comprender las asociaciones
o discrepancias entre variables y facilitar la agrupacion de los materiales analizados (Pena-
Valdivia y col., 2008; Mangi y col., 2021; Dev y col., 2024).

El ACP en este trabajo explicd un 69% de la variabilidad total a través de los dos primeros
componentes, destacandose las variables de CPT, Ca, Ca + Cb, Cb y FRAP, con correlaciones
positivas y significativas (Cay Ca + Cb, r=0.91; CPTy Ca+ Cb, r=0.86; CPTy Ca, r =
0.84), lo que asocio el incremento en pigmentos fotosintéticos con mayores niveles de
compuestos fenolicos, sugiriendo una posible co-regulacion metabolica entre ambas rutas
biosintéticas en las variantes genéticas de O. velutina. En contraste, las variables que
contribuyeron al segundo componente, Cb y FRAP, mostraron una correlacion negativa (r =
—0.42), evidenciando que la acumulacion de clorofila b no se relaciona con el aumento de la
capacidad antioxidante. Adicionalmente, la correlacion positiva entre CPT y ABTS (r = 0.82)
confirma la contribucion de los compuestos fenolicos a la actividad antioxidante.

Estos resultados concuerdan parcialmente con lo reportado por Iftikhar y col. (2023) en O.
ficus-indica, quienes identificaron una asociacion directa entre los contenidos fenolicos y la
capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana. De manera semejante Astello-Garcia y
col. (2015), relacionaron positivamente el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante
al analizar 15 materiales de Opuntia spp con distinto grado de domesticacion. Sin embargo,
sefialaron que en algunos cultivares la capacidad antioxidante pudo deberse a otros
compuestos (vitaminas, carotenos, ascorbato o glutation), por lo que no encontraron relacion
entre el grado de domesticacion y las variables medidas.

En este estudio, las correlaciones entre pigmentos, compuestos fenolicos y capacidad
antioxidante permitieron explicar la separacion de los conglomerados identificados. El
conglomerado uno destaco por presentar incrementos significativos en el contenido de CPT
(4 y 49%), Ca (9 al 88%), Ca + Cb (12 al 45%), Cx + ¢ (48 al 96%) y FRAP (1 al 67%), asi
como variaciones en el CFT (- 5 a 20%), Cb (- 40 a 60%) y ABTS (- 17 a 18%). Entre las
lineas mutantes analizadas, la variante OUMO05-01 present6 los valores mas altos de Ca y Cx
+ c; mayores concentraciones de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante, lo que la
posiciond como un genotipo con potencial para su seleccion.

El analisis metabolomico no dirigido, se llevd a cabo en las lineas OUMO05-01, OUMO05-30
y OUM25-34, con el objetivo de identificar reconfiguraciones metabdlicas inducidas por
mutagénesis. La integracion de los grupos dentro del mapa de calor, demostré una mayor
similitud entre el metaboloma global de la linea OUMO05-01 y el control, mientras que la
linea OUM25-34 y OUMO0530 fueron mas semejantes entre ellas. Este comportamiento
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contrasta con los resultados del analisis de componentes principales (ACP) basado en datos
espectrofotométricos, lo cual sugiere la influencia de metabolitos no cuantificados por
métodos convencionales.

Los patrones observados en la distribucion de las sefales diferenciales en las tres lineas
mutantes de O. velutina (OUMO05-01, OUMO05-30 y OUM25-34) con respecto al material de
referencia, reflejaron ajustes funcionales en las vias metabolicas. Las variaciones entre las
magnitudes (CP) de las sefiales sugiri6 que cada linea podria estar regulando rutas
metabdlicas particulares, lo que fue validado a través del andlisis funcional, que permitié
identificar las rutas alteradas o enriquecidas (EnrF) de cada linea.

Las alteraciones reflejadas en biosintesis de pantotenato y CoA de la linea OUMO05-30, se
podrian asociar a la disponibilidad de pantotenato, precursor esencial de la CoA, coenzima
clave en el metabolismo energético y sintesis de acidos grasos, como los esfingolipidos. Los
esfingolipidos son lipidos presentes en las células vegetales que forma parte de las
membranas células y organelos membranosos, actian como sensores y moléculas de
sefalizacion en la respuesta al estrés o presencia de toxinas (Jiang y col., 2019; Liu y col.,
2021; Shomo y col., 2024). El valor del EnrF alcanzado en estas rutas sugiere que las
alteraciones genéticas en OUMO05-30 pudieron inducir una reconfiguracion del metabolismo
lipidico, lo que potencialmente podria alterar los mecanismos de defensa frente al dafio
ambiental o patogenos.

Del mismo modo, la linea OUMZ25-34 mostrd alteraciones en el metabolismo de
esfingolipidos (EnrF=2.01; -logio p= 0.94), junto la biosintesis de valina, leucina e isoleucina
(EnrF = 2.72; -logio p =1.13) y metabolismo de arginina y prolina (EnrF = 2.26; -logio(p) =
1.12) sugiere un redireccionamiento en la ruta de los aminoacidos de cadena ramificada.
Estas rutas estdn asociado a la respuesta al estrés como osmoreguladores, sustratos
alternativos para la formacion de ATP y promotores de crecimiento (Yang y col., 2020:
Ingrisano y col., 2023), mientras que la arginina funciona como precursor de poliaminas y
oxido nitrico y moduladores en la sefalizacion de estrés (Yang y col., 2020; Hussein y col.,
2022). Finalmente, el EnrF observado en la via de biosintesis de carotenoides en la misma
linea podria estar relacionado con los valores obtenidos en la cuantificacion
espectrofotométrica de clorofilas y carotenoides.

En contraste, la linea OUMO05-01 destacaron enriquecimientos significativos en las rutas de
biosintesis de flavonoides, isoflavonoides, y fenilpropanoides, lo que reflej6 una
reconfiguracion del pool de metabolitos fendlicos diferenciales. El impacto de la red
metabdlica sugiere que los metabolitos acumulados (CP > 2; p <0.05) en esta linea, ocupan
posiciones clave dentro de las rutas de biosintesis de compuestos fendlicos. Su localizacion
en nodos centrales indica una posible reconfiguracion metabolica orientada hacia la sintesis
de fenilpropanoides y flavonoides, lo que se encuentra asociado con su perfil enriquecido.
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La sintesis los fenilpropanoides deriva de la ruta del 4cido shikimico, siendo los aminoéacidos
como fenilalanina y tirosina sus principales precursores. De acuerdo con su estructura
quimica, los fenilpropanoides pueden clasificarse en cinco grupos: estilbenos, cumarinas,
monolignoles, acidos fendlicos y flavonoides (Deng y Lu, 2017), siendo estos tres grupos
finales los mas abundantes. Tanto los acido fendlicos como los flavonoides han demostrados
propiedades  inmunomodulatorias, antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias,
anticancerigenas y antioxidantes, entre otras (Izuegbuna, y col., 2019; Khazdair y col., 2021;
Burgos y col., 2022; dos Santos y col., 2024).

En la fitoquimica de cladodios de nopal, se han reportado diversos acidos fendlicos, entre
ellos: &cido fertlico, acido p- cumarico, vainillina, dcido 4-hidroxibenzoico y acido galico
(Aruway col., 2019; Iftikhar y col., 2023; Elouazkiti y col., 2024), siendo este tltimo uno de
los compuestos tentativamente identificados en la linea OUMO05-01. En este mismo sentido,
entre los subgrupos de flavonoides presentes en nopal se han identificado flavanonas como
hesperidina y naringenina; flavonas como apigenina, luteolina, diosmetina; y flavonoles
como kaempferol, isorhamnetina, quercetina, rhamnetina y taxifolina (Aruwa y col., 2019;
Iftikhar y col., 2023; Elouazkiti y col., 2024).

Los compuestos putativamente identificados en la linea OUMO05-01, son consistentes con
varios metabolitos pertenecientes a estos subgrupos, incluyendo naringenina, apigenina,
luteolina, genisteina, quercetina, kaempferol taxifolina y miricetina. Entre estos, quercetina
y taxifolina mostraron incrementos significativos (CP= 8.4 y 6.8, respectivamente; p <0.05)
en su abundancia con relacion al material de referencia. Ambos compuestos, ademds de su
capacidad antioxidante, poseen posiciones nodales en la red metabolica, siendo precursores
en la biosintesis de antocianinas, isoharmente y rhamnetina.

Por otra parte, aunque el enfoque principal de esta linea se centré en compuestos fenoélicos,
también se identificd un incremento significativo en la abundancia del acido citrico (CP =
5.7; p <0.05) con relacion al control. El 4cido citrico es un 4cido organico que, ademads, de
participar en rutas centrales como el ciclo de Krebs, ha reportado multiples propiedades
bioactivas. Entre ellas han destacado sus propiedades antimicrobianas, como coadyuvante en
la biodisponibilidad de minerales esenciales como el hierro, facilitando su absorcion
intestinal (Ksigzek, 2023). Asimismo, se le atribuyen efectos anticoagulantes,
antiinflamatorios y antioxidantes (Scaravilli y col., 2018; Singh y col., 2022). Estas
propiedades pudieron haber contribuido, en conjunto con los compuestos fenolicos, a una
mayor capacidad neutralizante de los radicales.

A pesar de la escasa evidencia previa sobre la presencia de cumarinas en especies del género
Opuntia, en esta investigacion se detectd la presencia de escopoletina en la linea OUMOS5-
01. Este compuesto es un metabolito derivado de la via de los fenilpropanoides, cuya sintesis
requiere como precursores al acido p-cumarico y dacido cafeico. Ambos previamente
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identificados en cladodios de nopal de O. ficus-indica, O. robusta 'y O. leucotricha (Guevara-
Figueroa y col., 2010; El-Hawary y col., 2020; Ben-Lataief y col., 2021), lo que sugiere la
disponibilidad de las rutas necesarias para la biosintesis de escopoletina. A su vez, el acido
p-cumarico, se reconoce como un eslabon entre las rutas de biosintesis de flavonoides y
cumarinas, lo cual apoya la hipotesis de que estas rutas metabodlicas estan funcionalmente
activas en algunas especies de nopal y posiblemente modificadas en el caso particular de la
linea OUMO05-01.

7.6. Conclusion

Las variaciones genéticas inducidas mediante irradiacion gamma en O. velutina modificaron
el perfil metabolomico de las lineas analizadas, evidenciandose un aumento en la
acumulaciones compuestos fenolicos con actividad antioxidante. La linea OUMO05-01
destaco por la reconfiguracion de rutas biosintéticas clave y variacion fitoquimica respecto
al material de referencia, lo que sugiere un potencial funcional y adaptativo diferencial
atribuible a las mutaciones inducidas. No obstante, la diversidad metabolica observada en las
lineas OUMO05-30 y OUM25-34 confirma la capacidad de la mutagénesis por radiacion
gamma para generar variabilidad metabolica y ampliar la base de recursos genéticos en esta
especie.
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VIII. Discusién general

La irradiacién gamma es una herramienta efectiva para inducir variabilidad genética en
plantas de interés agrondmico, debido a su capacidad para generar mutaciones heredables sin
introducir material genético externo (FAO/OIEA, 2021; TAEA, 2023). En Opuntia velutina,
especie del género Opuntia, cuya propagacion sexual presenta limitaciones y donde los
métodos convencionales de mejoramiento resultan poco eficientes (Mazri, 2018; Omar,
2021), la induccién de mutagénesis mediante radiacion gamma representd una estrategia
viable para la obtencion de variantes con caracteristicas diferenciadas en distintos niveles de
organizacion.

La determinacion de la DLso en 22.8 Gy mostré que los meristemos de O. velutina presentan
una sensibilidad semejante con lo reportado en especies como A. tequilana (26 Gy) y Citrus
spp. (25-26 Gy) (Angeles-Espino y col., 2013; Pérez-Jiménez y col., 2020). En las primeras
generaciones, la exposicion a los rayos gamma indujo respuestas transitorias consistentes con
un efecto hormético, caracterizado por la estimulacion del crecimiento bajo dosis bajas y la
inhibicion letal a dosis elevadas (Volkova y col., 2022; Spencer y col., 2021; Rubio-Ochoa y
col., 2024). Este fendémeno se ha relacionado con la activacion de mecanismos de defensa
que, fomentan la tolerancia a condiciones de estrés abiotico como sequia, salinidad y
temperaturas extremas, mediante la induccion de rutas antioxidantes y osmoprotectoras
(Katiyar y col., 2022). Este tipo de respuestas se ha descrito como una forma de resistencia
adquirida, donde la exposicion inicial al estrés por irradiacion desencadena mecanismos de
adaptacion frente a condiciones posteriores (Villegas y col., 2025). No obstante, es
fundamental considerar que dicha tolerancia esta sujeta al umbral de sensibilidad propio de
cada genotipo, ya que dosis superiores pueden comprometer la viabilidad celular y la
integridad genética de los materiales irradiados.

Dados los efectos observados fueron transitorios en las primeras generaciones, la evaluacion
morfologica se extendid hasta la cuarta generacion, donde se identificaron incrementos
estables en longitud y grosor de cladodios, asi como en el nimero de brotes y raices. En
consecuencia, la seleccion de materiales en generaciones posteriores se vuelve indispensable
para descartar quimeras y fijar las mutaciones de interés, tal como ha sido sefialado en otros
programas de mutagénesis vegetal (Toker y col., 2007; Sharman y Thakur, 2021; Rubio-
Ochoa y col., 2025).

El andlisis multivariado permiti6 discriminar grupos con caracteristicas fenotipicas
diferenciadas, lo cual confirma la utilidad de este enfoque para clasificar accesiones con base
en variaciones estructurales (Zulfigar y col., 2021). Asimismo, la validaciéon molecular
mediante ISSR corroboro la existencia de polimorfismo en las lineas irradiadas, descartando
la influencia de la micropropagacion como fuente de variabilidad, dado que la regeneracion
a partir de brotes axilares no induce desdiferenciacion celular (Evanno y col., 2005; Bouzroud
y col., 2022). Los porcentajes de polimorfismo obtenidos (hasta 84.6%) se encuentran dentro
del rango reportado para otros cultivos sometidos a irradiacion gamma, como pitaya (71.6%)
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(Deng y col., 2020), tomate (40%) (El-Fiki y col., 2021) y banana (47%) (Due y col., 2019).
Por lo tanto, estos resultados confirman la eficacia de la radiacion gamma como generadora
de diversidad genética.

La variabilidad genética se reflejo diferencias fitoquimicas y metabolémicas entre las lineas
irradiadas y el control. En la presente investigacion, se registraron incrementos significativos
en CPT (5-30%) y CFT (3-20%), con valores superiores a los descritos en cladodios
comerciales de O. ficus-indica (Astello-Garcia y col., 2015; Iftikhar y col., 2023). Asimismo,
se observaron aumentos en pigmentos fotosintéticos (Ca, Cb y Cx), particularmente en
OUMO05-01 y OUM25-34. Del mismo, modo, se evidencid correlacion positiva entre Ca 'y
Ca+Cb(r=0.91); CPTy Ca+ Cb, (r=0.86), CPTy Ca (r=0.84) y CPT y CFT (r=0.76).
Estos resultados sugieren una co-regulaciéon metabdlica entre las rutas de fenilpropanoides y
fotosintesis, fendmeno previamente descrito en especies de Opuntia y otros cultivos (Pena-
Valdivia y col., 2008; Mangi y col., 2021; Dev y col., 2024).

Los ensayos antioxidantes revelaron un comportamiento heterogéneo. Algunas lineas
mostraron incrementos en su poder reductor (OUMO05-01, OUM10-15, OUM15-09, OUM20-
24, OUM20-29, y OUM?25-34), mientras que otras presentaron reducciones en la capacidad
de neutralizar radicales libres mediante DPPH y ABTS (OUMO05-09, OUMO05-22, OUMO05-
30 y OUM20-35). Este comportamiento, aunque contrastante, resulta coherente con lo
sefialado por Astello-Garcia y col. (2015), quienes reportaron que la capacidad antioxidante
en Opuntia no depende unicamente de los polifenoles, sino también de metabolitos como
carotenoides, vitaminas, glutation y ascorbato. La correlacion positiva entre CPT y ABTS en
este estudio refuerza el papel central de los compuestos fendlicos como principales
contribuyentes en la actividad antioxidante, sin excluir la participacion de otros metabolitos.

El analisis metabolomico no dirigido evidencio reconfiguraciones globales del metaboloma
inducidas por la irradiacion gamma en las tres lineas analizadas (OUMO05-01, OUMO05-30 y
OUM?25-34). La linea OUMO05-30 mostro alteraciones en el metabolismo de esfingolipidos
y biosintesis de pantotenato y CoA, mientras que OUM25-34 presentd cambios en la
biosintesis de carotenoides y aminodcidos de cadena ramificada (valina, leucina e
isoleucina).

La linea OUMO05-01 present6d enriquecimientos en rutas de flavonoides, isoflavonoides y
fenilpropanoides, con identificacion tentativa de compuestos bioactivos como quercetina,
taxifolina y naringenina. Estos metabolitos poseen un reconocido potencial nutracéutico
respaldado por estudios recientes que han mostrado efectos cardiovasculares al reducir la
presion arterial y mejorar la funcion endotelial, neurocognitiva, hepatoprotector, ademas de
propiedades anticancerigena, antiinflamatorias y antioxidantes en distintos modelos
biologicos (Mahmoud y col., 2019; Aghababaei y Hadidi, 2023; Jain y Vaidya. 2023;
Carrillo-Martinez y col., 2024).
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De manera paralela en la linea OUMO05-01, también se detectd la presencia de escopoletina,
cuya deteccion en especies del género Opuntia ha sido escasamente documentada. Este
metabolito se origina en la via de los fenilpropanoides, a partir de precursores como el acido
p-cumarico y al 4cido cafeico, previamente descritos en cladodios de O. ficus-indica, O.
robusta y O. leucotricha (Guevara-Figueroa y col., 2010; El-Hawary y col., 2020; Ben-
Lataief y col., 2021). La presencia de escopoletina en OUMO05-01 sugiere que las rutas
metabolicas responsables de su sintesis se encuentran activas y posiblemente reconfiguradas
en esta linea mutante, lo que aporta evidencia sobre la capacidad de la irradiacion gamma
para inducir modificaciones funcionales en el metabolismo secundario de Opuntia.

En conjunto, los resultados indican que la reconfiguracion metabdlica observada constituye
una respuesta a la variabilidad genética inducida por la irradiaciéon gamma (Yang y col., 2020;
Ingrisano y col., 2023; Hussein y col., 2022); y confirman que la irradiaciéon gamma en O.
velutina generd variabilidad heredable con manifestaciones fenotipicas, genéticas y
metabolomicas.

IX.  Perspectivas

La irradiacion gamma en O. velutina permitié generar un mayor acervo de variantes con
diferencias morfoldgicas, genéticas y metabolémicas, que amplian los antecedentes del
fitomejoramiento de la especie. Si bien la linea OUMO05-01 se destaco por su perfil fenotipico
y metabolomico, resulta esencial su validacion en campo, desarrollo fenolégico y desempefio
bajo condiciones ambientales, aunado a su valoracion nutricional. Ademas, la variabilidad
inducida incluye genotipos con modificaciones en pigmentos fotosintéticos, metabolismo
lipidico y rutas de aminoacidos, lo que representa un recurso no solo para la seleccién de
materiales con potencial agronémico y nutracéutico, sino también para la identificacion de
lineas con tolerancia diferencial a factores abioticos y bidticos. Debido a lo anterior se
posicionan a la mutagénesis inducida por radiacion gamma como una estrategia eficaz para
diversificar el germoplasma de O. velutina y generar materiales con aplicaciones en
programas de mejoramiento y biotecnologia vegetal.
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XI. Anexos |

Cuadro 1. Medidas morfologicas de cladodios de nopal verdura (Opuntia velutina) in vitro irradiacion con rayos gamma de la cuata generacion

Linea Eje longitudinal Eje horizontal Eje transversal
(OUM) (mm) (mm) (mm)
Media + DS Grupo Media + DS Grupo Media + DS Grupo

00-00 bcdefghijklmno 47+0.3 CDEFGHIJKLMNOPQRST 32+04 OPQRSTUVWXYZ abcdefg
18.7+14 )

05-01 BCD 3.9+04 NOPQRSTUVWXYZ 31102 QRSTUVWXYZ abcdefgh
33.1%25 abcdefghijklmno

05-02 246+1.8 OPQRSTUVWXY 3.3+£0.3 efghijklmnop 25104 efghi

05-03 28.1+12 GHIJKLM 34+05 abcdefghijkimnop 29+0.1 TUVWXYZ abcdefghi

05-04 26.8 +08 JKLMNOPQ 35+0.8 Zabcdefghijklmnop 28+0.3 VWXYZ abcdefghi

05-05 221405 UVWXYZ[M\" "a 3.7+0.3 UVWXY Zabcdefghijklmnop 3.0+0.0 STUVWXYZ abcdefghi

05-06 300+ 0.6 EFGHI 3.6+0.2 WXY Zabcdefghijkimnop 32102 OPQRSTUVWXYZ abcdefgh

05-07 1*_"abcdefgh 40+0.01 KLMNOPQRSTUVWX 29+0.1 TUVWXYZ abcdefghi
204 0.7 abcdefghijkl

05-08 TUVWXYZ[\|™_ 29+04 mnop 29104 TUVWXYZ abcdefghi
228+04

05-09 CDEF 4.3+0.04 HIJKLMNOPQRSTUVWXY 35+0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abc
31.4+0.7 Zabcdef

05-10 LMNOPQRSTUV 43+0.04 HIJKLMNOPQRSTUVWXY 28+0.2 WXYZ abcdefghi
25.2+0.7 Zabcdef

05-11 P1Q1R1S1T1UIVIW 29+0.2 nop 26+0.1 abcdefghi
9.1+0.2 1X1

05-12 185405 cdefghijklmnop 35+0.2 Y Z abcdefghijklmnop 28104 XYZ abcdefghi

05-13 DEFG 45+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3.7+0.0 FGHIJKLMNOPQRSTUVWXY
30.1+0.8 YZa

05-14 A1B1C1D1E1F1G1H 38+0.2 QRSTUVWXYZ 35+0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abc
124+1.1 111J1K1LIMIN1 abcdefghijklmno

05-15 MNOPQRSTUVW 42+0.2 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ 35+0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abc
25.1+ 0.9 abcdefgh

05-16 242 +02 PQRSTUVWXYZ[ 3.6+0.2 WXY Z abcdefghijklmnop 29+0.2 UVWXYZ abcdefghi

05-18 K1L1MIN101P1Q1 35+0.2 XYZ abcdefghijklmnop 27+00 Z abcdefghi
104+04 R1S1T1U1V1
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05-19 O1P1Q1R1S1T1ULV 4.0+0.02 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.0+0.3 STUVWXYZ abcdefghi
9.3+ 0.04 1IW1X1 abcdefghijkl
05-21 WXYZ[\]* "a 39+0.1 NOPQRSTUVWXYZ 32+0.2 OPQRSTUVWXYZ abcdefg
22.02+0.3 abcdefghijklmno
05-22 26.1+05 JKLMNOPQR 29+0.2 nop 26+0.2 bcdefghi
05-23 NOPQRSTUVWX 3.9+0.2 OPQRSTUVWXYZ 3.8+0.3 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
248 +0.8 abcdefghijklmno
05-24 38.6+0.6 A 48+0.2 CDEFGHIJKLMNOPQRST 3.8+0.3 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
05-25 H111J1K1L1MIN1O 44+04 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 41+0.2 BCDEFGHIJKLMNOP
11.0+1.0 1P1Q1R1S1T1 YZ abc
05-26 158+04 opgrstuvwxyz{[}~= 3.3+0.3 efghijklmnop 29+0.2 UVWXYZ abcdefghi
05-27 Al1B1C1D1E1F1G1H 34+£0.2 bcdefghijklmnop 25104 cdefghi
12.7+0.7 111J1K1L1IM1
05-28 XYZ[\_ab 42+0.3 JKLMNOPQRSTUVWXYZ 41+0.1 BCDEFGHIJKLMNOPQ
21.7+15 abcdefghi
05-29 16.8+ 0.4 Imnopgrstuvwx 29+0.1 mnop 24+0.1 fghi
05-30 O1P1Q1R1S1TIULV 46+0.2 EFGHIJKLMNOPQRSTUV 3.9+0.1 CDEFGHIJKLMNOPQRS
9.2+0.5 1W1X1 WX
05-31 26.1+0.6 JKLMNOPQRS 49+0.2 BCDEFGHIJKLMNOP 43+0.3 BCDEFGHIJKL
05-38 DEFG 46+0.2 EFGHIJKLMNOPQRSTUV 3.8+04 CDEFGHIJKLMNOPQRSTUV
30.2+19 WX W
05-39 W1X1Y1z1 3.8+0.2 QRSTUVWXYZ 3.3+0.3 NOPQRSTUVWXYZ abcdefg
69+0.4 abcdefghijklmno
05-41 TUVWXYZNN 41+0.2 KLMNOPQRSTUVWXYZ 29+0.2 UVWXYZ abcdefghi
22.7+09 abcdefghi
05-48 16.1+0.2 nopgrstuvwxyz{|}~ 49+0.3 BCDEFGHIJKLMNOPQ 44+0.2 BCDEFGHIJ
05-51 kImnopgrstuvw 43+0.3 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3604 GHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
16.9+04 YZ abcde
05-52 248+13 NOPQRSTUVWX 3.0+0.0 kImnop 27+0.3 YZ abcdefghi
05-53 Q1R1S1T1U1VIW1 3.8+0.2 RSTUVWXYZ 3.2+0.2 OPQRSTUVWXYZ abcdefgh
9.0+£0.3 X1 abcdefghijkimno
05-54 NOPQRSTUVWX 44+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 35+0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abc
248+1.2 YZ abc
05-55 stuvwxyz {|}~= 57+0.3 ABC 47+£03 BCD
14.9+0.2 A1B1C1D1E1
05-56 mnopgrstuvwxyz {| 38104 RSTUVWXYZ 33+£0.3 MNOPQRSTUVWXYZ abcdef
16.3£ 0.3 abcdefghijkimno




05-57 STUVWXYZN\N 43+0.3 HIIKLMNOPQRSTUVWXY 3.3+0.3 NOPQRSTUVWXYZ abcdefg
23.0£0.6 Z abcdefg

05-58 Uvwxyz {|}~= 48+0.2 CDEFGHIJKLMNOPQRS 39+0.1 CDEFGHIJKLMNOPQRS

A1B1C1DI1EIF1

146 £0.7

05-70 ijkimnopgrstuv 40+0.8 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.3+0.3 NOPQRSTUVWXYZ abcdefg
17.2+04 abcdefghijk

10-01 252 +0.4 KLMNOPQRSTU 35+0.2 XYZ abcdefghijklmnop 3502 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abc

10-07 NOPQRSTUVWX 41+0.1 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3402 KLMNOPQRSTUVWXYZ
24.8+0.2 abcdefghij abcde

10-11 16.6 + 0.4 Imnopgrstuvwxy 35+04 XYZ abcdefghijklmnop 29101 TUVWXYZ abcdefghi

10-12 }-- 3.8+04 STUVWXYZ 31+03 PQRSTUVWXYZ abcdefgh

A1B1C1D1E1F1G1H abcdefghijkimno

13.2+0.6 111J1K1L1

10-13 341+16 BC 54+03 BCDEFG 33%03 LMNOPQRSTUVWXYZ abcdef

10-15 A 47+03 CDEFGHIJKLMNOPQRST 3.8+0.3 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
39.0+0.6 U

10-16 abcdefghijkimn 41+0.1 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.7+03 EFGHIJKLMNOPQRSTUVWX
19.0+15 abcdefghij

10-17 GHIJKLM 46%0.2 EFGHIJKLMNOPQRSTUV 35%0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abc
28.0+0.3 WX

10-25 256+1.3 JKLMNOPQRST 48+0.2 CDEFGHIJKLMNOPQRS 4003 BCDEFGHIJKLMNOPQ

10-28 grstuvwxyz {[}~= 33+04 fghijklmnop 28+0.2 XYZ abcdefghi
154+05 A1B1C1

10-30 16.6 + 0.4 Imnopgrstuvwxy 56+0.1 ABCDE 46+0.2 BCDEFGH

10-33 174408 ghijklmnopgrstuv 3.7+£0.3 UVWXYZ abcdefghijklmnop 29+0.2 UVWXYZ abcdefghi

10-34 18.1+0.7 efghijkimnopgr 48+0.3 CDEFGHIJKLMNOPQR 4003 BCDEFGHIJKLMNOPQ

10-36 nopgrstuvwxyz {|} 44+0.2 GHINKLMNOPQRSTUVWX 3.8+0.3 DEFGHIJKLMNOPQRSTUVW
16.3£0.05 YZ ab X

10-37 tuvwxyz {[}~= 3.8+04 RSTUVWXYZ 32104 OPQRSTUVWXYZ abcdefg
14.7+£0.7 Al1B1C1DI1EL1F1 abcdefghijkimno

10-39 FGHIK 47+0.0 CDEFGHIJKLMNOPQRST 42+02 BCDEFGHIJKLMN
28.3+0.7 U

10-40 hijkimnopgrstuv 40+0.0 KLMNOPQRSTUVWXYZ 38+04 DEFGHIJKLMNOPQRSTUVW
17.3+0.3 abcdefghijkl X

10-41 ghijklmnopagrst 34+02 bcdefghijkimnop 24+01 fghi

17.8+04




10-46 rstuvwxyz {|}~= 35+0.2 YZ abcdefghijklmnop 29+0.2 UVWXYZ abcdefghi
15.1+04 Al1B1C1D1
10-50 28.1+0.6 GHIJKLM 36+0.1 VWXYZ abcdefghijklmnop 31+0.2 QRSTUVWXYZ abcdefgh
10-51 A1B1C1D1E1F1G1H 5.0+0.0 BCDEFGHIJKLM 46+0.1 BCDEFG
12.7+0.6 111J1K1L1IM1
15-01 221406 VWXYZ[\]* "a 3.0+£0.1 jklmnop 27+03 YZ abcdefghi
15-02 jkimnopgrstuvw 44+0.1 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3.6+0.1 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
17.1+0.7 YZ abcd
15-04 z{}~= 41+0.1 KLMNOPQRSTUVWXYZ 34+0.1 LMNOPQRSTUVWXYZ abcde
A1B1C1D1E1F1G1H abcdefghij
135+0.2 1111
15-05 F1G1H1I1J1K1L1IM1 39+04 MNOPQRSTUVWXYZ 28+0.4 VWXYZ abcdefghi
11.7+£05 N101P1Q1 abcdefghijkimn
15-06 R1S1T1U1V1IW1X1 29+0.2 nop 26+0.2 bcdefghi
85+0.4 Y1
15-07 vwxyz {[}~= 39+0.1 NOPQRSTUVWXYZ 36+0.1 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
144+05 A1B1C1DI1EIF1G1 abcdefghijklmno
15-08 ghijklmnopgrstu 39+0.1 NOPQRSTUVWXYZ 34+03 LMNOPQRSTUVWXYZ abcde
175+0.7 abcdefghijkimno
15-09 CDEF 45+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3404 LMNOPQRSTUVWXYZ abcdef
314+0.3 YZ ab
15-10 [}~= 40+0.3 KLMNOPQRSTUVWXYZ 32+0.2 OPQRSTUVWXYZ abcdefgh
A1B1C1D1EIF1G1H abcdefghijkl
13.3+0.5 111J1K1L1
15-11 TUVWXYZ " 44+0.1 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3.7+0.0 FGHIJKLMNOPQRSTUVWXY
22.9+0.6 YZ abcd
15-12 Imnopgrstuvwxy 44+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 35+0.2 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ ab
16.7 £0.7 YZ abc
15-14 178407 ghijklmnopgrst 3.7+03 UVWXYZ abcdefghijklmnop 32+03 PQRSTUVWXYZ abcdefgh
15-16 JKLMNOPQR 38+03 PQRSTUVWXYZ 33+03 LMNOPQRSTUVWXYZ abcdef
26.3+0.7 abcdefghijklmno
15-17 WXYZ [\ 35+04 XYZ abcdefghijklmnop 23+0.3 ghi
220+0.3 a
15-18 205+0.2 TUVWXYZ [\ 52+0.2 BCDEFGHIJ 46+0.2 BCDEFGH
15-19 “abcdefghijkl 44+04 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 38+04 DEFGHIJKLMNOPQRSTUVW
19.5+0.2 YZ abc X
15-20 [}~= 36%0.1 VWXYZ abcdefghijklmnop 36%0.1 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
A1B1C1D1EIF1G1H
13.3+05 111J1K1L1
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15-21 “abcdefghijkim 42+0.2 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ 35+0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abc
19.4+0.2 abcdefgh

15-22 klmnopgrstuvw 44102 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3.9+0.2 CDEFGHIJKLMNOPQRST
16.9+0.7 YZ abc

15-23 RSTUVWXYZ \]* 46+0.1 EFGHIJKLMNOPQRSTUV 36+0.1 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ a
23.3+2.2 WX

15-24 [}~= 3.0+£00 kImnop 25+0.2 defghi

A1B1C1D1E1F1G1H

13.1+04 111J1K1L1

15-25 JIK1L1IM1IN10O1P1Q 6.5%0.2 A 6.5+0.2 A
10.6+0.1 1R1S1T1U1

15-26 JKLMNOPQR 41402 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.6+0.3 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
26.3+1.1 abcdefghi

15-27 bedefghijklmnop 42%0.2 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ 34%02 KLMNOPQRSTUVWXYZ
18.6 £0.5 abc defgh abcde

15-28 ghijklmnopgrs 45+04 FGHIJKLMNOPQRSTUVW 3.7+£03 EFGHIJKLMNOPQRSTUVWX
179405 XYZ

15-33 parstuvwxyz {[}~= 40+0.8 KLMNOPQRSTUVWXYZ 33103 NOPQRSTUVWXYZ abcdefg
155+04 Al1B1 abcdefghijkl

15-34 opgrstuvwxyz {|}~= 49+0.1 BCDEFGHIJKLMNO 42+04 BCDEFGHIJKLMN
15.7+0.3 Al

15-35 F1G1H1I1J1K1L1IM1 3.8+04 RSTUVWXYZ 35+04 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abcd
11.6+0.1 N101P1Q1R1 abcdefghijkimno

15-37 RSTUVWXYZ[\] 40+0.3 LMNOPQRSTUVWXYZ 3.0+£0.3 STUVWXYZ abcdefghi
23.4+05 abcdefghijkim

15-38 ~_“abcdefghi 3.8+04 RSTUVWXYZ 32%03 PQRSTUVWXYZ abcdefgh
20.2+0.7 abcdefghijkimno

15-40 klmnopgrstuvw 40+0.0 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.3+0.3 LMNOPQRSTUVWXYZ abcdef
16.9+05 abcdefghijkl

15-41 wxyz {|}~= 39101 NOPQRSTUVWXYZ 32102 OPQRSTUVWXYZ abcdefg

A1B1C1D1E1F1G1H abcdefghijklmno

14.0+0.3 1

15-42 hijklmnopgrstuv 45+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3.7+0.0 FGHIJKLMNOPQRSTUVWXY
17412 YZa

15-43 IJKLMNOP 44+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 34+02 KLMNOPQRSTUVWXYZ
26.9+05 YZ abc abcde

15-47 Z [\]*_ "abcd 3.8+0.3 PQRSTUVWXYZ 3.6+05 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ ab
21.4+0.3 abcdefghijkimno

15-48 V1W1X1Y1Z1 37103 TUVWXYZ 31402 QRSTUVWXYZ abcdefgh
75+04 abcdefghijklmnop




15-49 S1T1U1VIW1IX1Y1l 41+0.2 KLMNOPQRSTUVWXYZ 35+0.2 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ ab
8.3£0.3 z abcdefghi

15-51 opgrstuvwxyz {|}~= 41+0.1 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.2+0.2 OPQRSTUVWXYZ abcdefg
15.8+0.2 Al abcdefghij

15-52 16.4+04 Imnopgrstuvwxyz{ 35+0.2 XYZ abcdefghijklmnop 3.1+0.2 QRSTUVWXYZ abcdefgh

20-02 kImnopgrstuvw 4.0+0.0 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.1+0.2 QRSTUVWXYZ abcdefgh
17.1+0.6 abcdefghijkim

20-04 199+0.1 _ “abcdefghijk 3.1+£0.2 ijklmnop 25+0.2 cdefghi

20-05 11J1K1L1MIN10O1P1 4.0x0.3 KLMNOPQRSTUVWXYZ 3.2+0.2 OPQRSTUVWXYZ abcdefgh
109+05 Q1R1S1T1 abcdefghijkl

20-08 FGHIJ 46+0.3 DEFGHIJKLMNOPQRSTU 3.6+0.3 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
28.4+0.5 VW

20-09 58+02 Y171 3.0+£00 kImnop 28+0.2 XYZ abcdefghi

20-11 175+ 0.4 ghijklmnopgrstu 35+£0.2 YZ abcdefghijklmnop 29+04 TUVWXYZ abcdefghi

20-12 ghijklmnopqrstu 42+0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ 3.6+0.3 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
17.6+£0.4 abcdefgh

20-14 Q1R1S1T1U1VIW1 46+0.2 EFGHIJKLMNOPQRSTUV 40+0.3 BCDEFGHIJKLMNOPQR
8.9+ 0.5 X1 WX

20-15 ijkimnopgrstuv 3.8+0.3 PQRSTUVWXYZ 28+0.3 VWXYZ abcdefghi
17.2+ 0.2 abcdefghijkimno

20-16 L1IMIN101P1Q1R1S 59+0.1 AB 46+04 BCDEF
10.1+0.7 1T1U1V1

20-19 73+15 ViIW1X1Y1z1 3.0+0.3 jklmnop 2202 hi

20-20 Q1R1S1T1U1VIW1 3.8+0.7 RSTUVWXYZ 3.3+09 MNOPQRSTUVWXYZ abcdef
8.9+04 X1Y1 abcdefghijkimno

20-21 6.6+ 0.2 X1Y1z1 35+0.2 XYZ abcdefghijklmnop 3.0+£0.0 STUVWXYZ abcdefghi

20-22 xyz [[]~= 48+0.2 CDEFGHIJKLMNOPQRST 3.8+04 CDEFGHIJKLMNOPQRSTUV

A1B1C1D1EIF1G1H w
111

13.8+0.5

20-23 T1U1VIW1X1Y1l 47+0.3 CDEFGHIJKLMNOPQRST 40+0.3 BCDEFGHIJKLMNOPQR
8.0+0.3 U

20-24 BC 46+0.1 DEFGHIJKLMNOPQRSTU 43+0.0 BCDEFGHIJKL
34.3+0.6 VW

20-25 8.4+0.2 S1T1U1VIW1IX1Y1l 5.0+0.3 BCDEFGHIJKLMN 43+0.3 BCDEFGHIKLM

20-27 345+0.6 BC 57106 ABCD 4.0+0.3 BCDEFGHIJKLMNOPQ

20-28 202+12 ~_ " abcdefghij 3.7+03 UVWXYZ abcdefghijklmnop 3.0+03 STUVWXYZ abcdefghi

79



20-29 BCDE 46+0.4 EFGHIJKLMNOPQRSTUV 34+0.1 LMNOPQRSTUVWXYZ abcde
321+14 WXY

20-35 216+02 YZ[\|*_"abc 5.0+0.0 BCDEFGHIJKLM 42+03 BCDEFGHIJKLMNO

20-36 E1F1G1H111J1K1L1 34+£0.2 bcdefghijklmnop 3.3+0.3 LMNOPQRSTUVWXYZ abcdef

M1N101P1Q1

11.8+04

20-40 A" abcdefghij 47+0.2 CDEFGHIJKLMNOPQRST 3.7+0.0 EFGHIJKLMNOPQRSTUVWX
20.2+0.8 U Y

20-41 DEFGH 47+03 CDEFGHIJKLMNOPQRST 3.7+£0.0 EFGHIJKLMNOPQRSTUVWX
30.1+0.1 uv Y

20-42 31.9+04 CDE 52+0.2 BCDEFGHIJ 45+0.2 BCDEFGHI

20-44 335+05 BC 53+0.3 BCDEFGH 35+0.2 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ ab

20-45 23.7+0.7 QRSTUVWXYZ[\ 34+0.2 bedefghijklmnop 29+0.4 TUVWXYZ abcdefghi

20-51 181+04 fghijklmnopgr 53+0.6 BCDEFGHI 43+03 BCDEFGHIJKL

20-53 GHIJKLMNO 45+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 40+06 BCDEFGHIJKLMNOPQ
27.3+£0.7 YZa

20-54 rstuvwxyz [|]~= 46+0.3 DEFGHIJKLMNOPQRSTU 38+0.2 CDEFGHIJKLMNOPQRSTUV

AlB1C1D1 VW

15.0+0.3

25-07 Al 53+0.3 BCDEFGH 48+ 0.5 BC

P1Q1R1S1TIU1VIW

9.0+0.6 1X1

25-09 202+0.8 A" abcdefghij 51+1.3 BCDEFGHIJK 4.7+£0.0 BCDE

25-10 Y1z1 45+0.2 FGHIJKLMNOPQRSTUVW 36+0.1 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
58+0.2 XYZ

25-11 rstuvwxyz [|]~= 32104 ghijkimnop 29+0.1 TUVWXYZ abcdefghi

AlB1C1D1

15.1+£0.2

25-14 Z1 41+0.2 KLMNOPQRSTUVWXYZ 34+0.1 LMNOPQRSTUVWXYZ abcde
4.8+05 abcdefghi

25-15 275+ 5.3 GHIJKLMNO 3.7+0.3 UVWXYZ abcdefghijklmnop 3.1+0.2 QRSTUVWXYZ abcdefgh

25-18 G1H1I11J1K1LIMIN 38+0.2 QRSTUVWXYZ 3.0+0.3 RSTUVWXYZ abcdefgh

101P1Q1R1S1 abcdefghijklmno

11.3+0.7

25-19 75+04 U1V1WiX1y1z1 3.0+0.0 klmnop 24+0.1 fghi

25-22 254405 JKLMNOPQRST 34+01 cdefghijkimnop 27+£00 Z abcdefghi

25-23 284 +14 FGHIJ 3.7+0.0 UVWXYZ abcdefghijklmnop 27+0.0 Z abcdefghi
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25-25 VWXYZ[\*_"a 45+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 36+0.1 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
22.1+1.2 YZa

25-28 212+1.0 [\]*_ “abcde 3.7+00 UVWXYZ abcdefghijklmnop 29+0.1 TUVWXYZ abcdefghi

25-32 6.7+03 Wi1X1Y1Z1 27+03 p 24+0.1 fghi

25-33 188+05 bedefghijklmno 36+0.2 WXYZ abcdefghijklmnop 30+03 STUVWXYZ abcdefghi

25-34 351406 B 56+0.2 ABCDEF 49+04 B

25-35 80+023 T1U1V1IW1X1Y1z71 35+0.2 Z abcdefghijklmnop 33+0.0 MNOPQRSTUVWXYZ abcdef

30-02 GHIJKL 43+05 IJKLMNOPQRSTUVWXYZ 32+0.2 OPQRSTUVWXYZ abcdefg
28.2+0.2 abcdefgh

30-03 253+12 JKLMNOPQRST 32+0.2 ghijklmnop 27+0.0 Z abcdefghi

30-06 yz {|}~= 3.0+£0.3 Imnop 27100 Z abcdefghi

A1B1C1D1E1F1G1H
11131

13.6+ 0.3

30-07 OPQRSTUVWXYZ 3.8+0.3 PQRSTUVWXYZ 27+0.3 YZ abcdefghi
245+0.9 abcdefghijklmno

30-08 defghijkimnopq 46+0.1 DEFGHIJKLMNOPQRSTU 46+04 BCDEF
18.3+0.8 VW

30-09 H111J1K1L1IM1IN10O 3.7+0.3 TUVWXYZ 3.0+0.3 STUVWXYZ abcdefghi
109+0.1 1P1Q1R1S1T1 abcdefghijkimnop

30-10 C1D1E1F1G1H1I1J1 3.8+£0.3 PQRSTUVWXYZ 28+0.2 WXYZ abcdefghi
12.3+£0.7 K1L1MIN101 abcdefghijklmno

30-12 16.9 0.4 kImnopqgrstuvw 3.0x£00 kImnop 28+0.2 XYZ abcdefghi

30-13 TUVWXYZ [\ 35+£0.2 XYZ abcdefghijklmnop 25+0.2 cdefghi
22.7+05

30-17 F1G1H111J1K1L1IM1 39+£05 OPQRSTUVWXYZ 35+£0.2 JKLMNOPQRSTUVWXYZ abcd
11.7+0.8 N101P1Q1 abcdefghijkimno

30-18 H111J1K1L1IM1IN1O 49+0.2 BCDEFGHIJKLMNOP 44+0.1 BCDEFGHIJK
10.9+0.6 1P1Q1R1S1T1

30-19 23.4444 + RSTUVWXYZ[\] 36+0.2 WXYZ abcdefghijklmnop 28+0.2 WXYZ abcdefghi

0.3849

30-20 216+05 YZ[\™_“abc 3.7+£0.3 UVWXYZ abcdefghijklmnop 32+0.2 OPQRSTUVWXYZ abcdefgh

30-21 D1E1F1G1H1I1J1K1 3.7+£00 UVWXYZ abcdefghijklmnop 26+0.2 bcdefghi
12.1+05 L1MIN10O1P1

30-22 \]"_ “abcdef 3.3+£00 efghijklmnop 26+0.1 abcdefghi

21.0+0.3




30-23 }~- 40+0.3 KLMNOPQRSTUVWXYZ 31402 QRSTUVWXYZ abcdefgh
A1B1C1D1E1F1G1H abcdefghijkl
13311 111J1K1
30-26 M1IN1O1P1Q1R1S1T 39+0.2 OPQRSTUVWXYZ 28+0.2 XYZ abcdefghi
9.8+£05 1U1VIW1 abcdefghijklmno
30-27 251+0.7 LMNOPQSTUVW 3.6+0.2 WXY Z abcdefghijklmnop 29+0.1 TUVWXYZ abcdefghi
30-29 17.0+0.3 kImnopqrstuvw 35+0.2 YZ abcdefghijklmnop 27103 Z abcdefghi
35-03 HIJKLMNOP 39+0.2 OPQRSTUVWXYZ 3.0+0.0 STUVWXYZ abcdefghi
27.0+0.7 abcdefghijkimno
35-07 {}~= 50%0.6 BCDEFGHIJKL 4204 BCDEFGHIJKLMN
A1B1C1D1EIF1G1H
13.3+0.6 111J1K1
35-08 CDE 47+0.3 CDEFGHIJKLMNOPQRST 34+0.1 LMNOPQRSTUVWXYZ abcde
31.7x15 U
35-09 205+08 1" “abcdefg 36+0.3 VWXY Z abcdefghijkimnop 28104 XYZ abcdefghi
40-01 - 29+03 op 20+£0.3 i
A1B1C1D1E1F1G1H
12.8+0.7 111J1K1L1IM1
40-02 A “abcdefghij 3.2+0.2 hijkImnop 28+0.2 WXYZ abcdefghi
20.2+0.8
40-04 N101P1Q1R1S1T1U 3.7+0.0 UVWXYZ abcdefghijklmnop 25+04 cdefghi
9.4+0.8 1VIWIX1
45-01 16.5+07 Imnopgrstuvwxyz 33+03 defghijkimnop 25+0.2 cdefghi
45-04 rstuvwxyz {|}~= 44+0.2 GHIJKLMNOPQRSTUVWX 3.6+0.1 HIJKLMNOPQRSTUVWXYZ
15.1+0.9 Al1B1C1D1 YZ abc
45-05 278407 GHIJKLMN 35%0.2 Y Z abcdefghijklmnop 3.7+£0.0 FGHIJKLMNOPQRSTUVWXY

Los valores con letras semejantes dentro de las columnas prestaron valores estadisticamente iguales entre si seglin la prueba Tukey en p <0.05.
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Cuadro 2. Numero de brotes y raices obtenido de cladodios de nopal verdura (Opuntia velutina) in vitro irradiacion con rayos gamma en la

cuata generacion

Linea NuUmero de Brotes NuUmero de Raices
(OUM)
Media = DS Grupo Media £ DS Grupo
OUM-0000 0.31+0.05 EFG 0.31+0.05 QRST
05-01 0.00 +0.00 H 0.00 £0.00 T
05-02 0.00 £ 0.00 H 0.00 £ 0.00 T
05-03 1.03+0.29 C 2.08 £0.36 ABC
05-04 0.69 £0.05 D 0.08 £0.14 ST
05-05 0.00 £0.00 H 0.00 £0.00 T
05-06 0.00 £0.00 H 0.00 £0.00 T
05-07 0.00 £0.00 H 0.11+£0.19 ST
05-08 0.00 +0.00 H 0.00 £0.00 T
05-09 0.00 +0.00 H 0.00 +0.00 T
05-10 0.00 +0.00 H 1.42+0.22 EFGHI
05-11 0.00 +0.00 H 0.00 £0.00 T
05-12 0.00 £0.00 H 0.81+ 0.17 KLMNOP
05-13 0.00 £ 0.00 H 0.69 +0.05 LMNOPQ
05-14 0.00 £0.00 H 1.19+0.17 FGHIK
05-15 0.00 £0.00 H 0.69 £0.05 LMNOPQ
05-16 0.00 £0.00 H 1.61+0.10 CDEF
05-18 0.00 +0.00 H 0.00 +0.00 T
05-19 0.00 +0.00 H 1.58 £0.22 DEFG
05-21 0.00 +0.00 H 0.11+0.19 ST
05-22 1.31+£0.05 BC 1.11+0.19 GHIKL
05-23 0.00 +0.00 H 2.42+0.22 A




05-24 0.00 +0.00 H 2.33+0.33 AB
05-25 1.36 £0.38 B 0.00 +£0.00 T
05-26 0.19+0.17 FGH 0.81+0.17 KLMNOP
05-27 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
05-28 0.00 £0.00 H 092+0.14 JKLMN
05-29 0.61+0.10 D 0.00 £ 0.00 T
05-30 2.22+0.69 A 0.22+0.19 QRST
05-31 0.31+£0.05 EFG 0.00 £ 0.00 T
05-38 0.00 +0.00 H 0.19+0.17 RST
05-39 0.00 +0.00 H 0.61+0.10 MNOPQR
05-41 0.00 +0.00 H 0.31+£0.05 QRST
05-48 0.00 +0.00 H 0.61+0.20 MNOPQR
05-51 0.22+0.19 EFGH 0.00 £ 0.00 T
05-52 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
05-53 0.00 £0.00 H 0.00 £0.00 T
05-54 0.61+0.10 D 0.00 £ 0.00 T
05-55 0.00 £0.00 H 0.39+0.10 PQRST
05-56 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
05-57 0.31+0.05 EFG 0.39+0.10 PQRST
05-58 0.00 +0.00 H 1.31+0.05 FGHIJ
05-70 0.31+0.05 EFG 0.31+0.05 QRST
10-01 0.19+0.17 FGH 0.61+0.10 MNOPQR
10-07 0.00 £0.00 H 0.31+£0.05 QRST
10-11 0.00 £0.00 H 0.00 +0.00 T
10-12 0.22+0.19 EFGH 0.00 £ 0.00 T
10-13 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
10-15 0.00 £0.00 H 0.69+ 0.05 LMNOPQ
10-16 0.00 £0.00 H 0.31+ 0.05 QRST
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10-17 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
10-25 0.00 +0.00 H 0.39+0.10 PQRST
10-28 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
10-30 0.00 £0.00 H 0.81+0.17 KLMNOP
10-33 0.00 £0.00 H 0.50+0.17 NOPQRS
10-34 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
10-36 0.19+0.17 FGH 0.00 £0.00 T
10-37 0.08 £0.04 GH 0.11+0.09 ST
10-39 0.00 +0.00 H 1.00 +£0.00 UKLM
10-40 0.00 +0.00 H 0.42+0.22 OPQRST
10-41 0.42+0.22 DEF 0.00 +£0.00 T
10-46 0.19+0.17 FGH 0.00 +£0.00 T
10-50 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
10-51 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-01 0.00 £0.00 H 0.61+0.10 MNOPQR
15-02 0.00 £0.00 H 0.69 £0.05 LMNOPQ
15-04 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-05 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-06 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
15-07 0.00 +0.00 H 0.11+0.19 ST
15-08 0.00 +0.00 H 047+0.24 NOPQRST
15-09 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
15-10 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-11 0.00 £0.00 H 0.00 +0.00 T
15-12 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-14 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-16 0.00 £0.00 H 1.53+0.24 DEFGH
15-17 0.00 £0.00 H 0.31+05 QRST
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15-18 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
15-19 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
15-20 0.00 £0.00 H 0.31+£0.05 QRST
15-21 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-22 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-23 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-24 0.00 £0.00 H 0.19+0.17 RST
15-25 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-26 0.00 +0.00 H 0.31 +£0.05 QRST
15-27 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
15-28 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
15-33 0.00 +0.00 H 0.31 +£0.05 QRST
15-34 0.00 £0.00 H 0.19+0.17 RST
15-35 0.00£0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-37 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-38 0.00 £0.00 H 0.39+0.10 PQRST
15-40 0.00 £0.00 H 0.19+0.17 RST
15-41 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-42 0.00 +0.00 H 0.39+0.10 PQRST
15-43 0.00 +0.00 H 0.39+0.10 PQRST
15-47 0.00 +0.00 H 0.31 +£0.05 QRST
15-48 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
15-49 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
15-51 0.00 £0.00 H 0.00 +0.00 T
15-52 0.19+0.17 FGH 0.00 £ 0.00 T
20-02 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 T
20-04 0.00 £0.00 0.00 £ 0.00 T
20-05 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
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20-08 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
20-09 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
20-11 0.31+£0.05 EFG 0.00 £ 0.00 T
20-12 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
20-14 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
20-15 0.5+0.17 DE 0.39+0.10 PQRST
20-16 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
20-19 0.00 £0.00 H 0.19+0.17 RST
20-20 0.00 +0.00 H 0.00 +0.00 T
20-21 0.00 +0.00 H 0.31 +£0.05 QRST
20-22 0.00 +0.00 H 0.69 +£0.05 LMNOPQ
20-23 0.00 +0.00 H 0.11+0.19 ST
20-24 0.00 £0.00 H 0.50+0.17 NOPQRS
20-25 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
20-27 0.00 £0.00 H 1.89+0.19 BCDE
20-28 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
20-29 0.00 £0.00 H 2.00+£0.00 ABCD
20-35 0.00 £0.00 H 0.69 £ 0.05 LMNOPQ
20-36 0.00 +0.00 H 0.22+0.19 QRST
20-40 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
20-41 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
20-42 0.00 +0.00 H 1.19+0.17 FGHIIK
20-44 0.00 £0.00 H 1.61+0.10 CDEF
20-45 0.00 £0.00 H 0.33+0.58 PQRST
20-51 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
20-53 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
20-54 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
25-07 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
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25-09 0.00 +0.00 H 0.31+£0.05 QRST
25-10 0.00 +0.00 H 0.00 +£0.00 T
25-11 0.00 £0.00 H 0.50+0.17 NOPQRS
25-14 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
25-15 0.00 £0.00 H 1.42+0.22 EFGHI
25-18 0.00 £0.00 H 0.39+0.10 PQRST
25-19 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
25-22 0.00 £0.00 H 1.08 +0.14 HIUKLM
25-23 0.00 +0.00 H 1.11+0.19 GHIJKL
25-25 0.00 +0.00 H 1.53+0.24 DEFG
25-28 0.00 +0.00 H 0.50+£0.17 NOPQRS
25-32 0.00 +0.00 H 0.00 £ 0.00 T
25-33 0.00 £0.00 H 1.31+0.05 FGHIJ
25-34 0.00 £0.00 H 1.00+0.00 NKLM
25-35 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
30-02 0.00 £0.00 H 0.50+0.17 NOPQRS
30-03 0.00 £0.00 H 0.31+0.05 QRST
30-06 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
30-07 0.00 +0.00 H 1.19+0.17 FGHIIK
30-08 0.00 +0.00 H 0.11 +£0.09 ST
30-09 0.00 +0.00 H 0.89+0.19 JKLMNO
30-10 0.00 +0.00 H 0.31 +£0.05 QRST
30-12 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
30-13 0.00 £0.00 H 0.50+0.17 NOPQRS
30-17 0.00 £0.00 H 0.39+0.10 PQRST
30-18 0.00 £0.00 H 0.22+0.19 QRST
30-19 0.00 £0.00 H 0.50+0.17 NOPQRS
30-20 0.00 £0.00 H 0.69 £0.05 LMNOPQ
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30-21 0.00 +0.00 H 0.89+0.19 JKLMNO
30-22 0.00 +0.00 H 0.92+0.14 JKLMN
30-23 0.00 £0.00 H 1.61+0.10 CDEF
30-26 0.00 £0.00 H 0.11+0.09 ST
30-27 0.00 £0.00 H 1.11+0.19 GHIJKL
30-29 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
35-03 0.00 £0.00 H 0.61+0.10 MNOPQR
35-07 0.00 £0.00 H 0.39+0.10 PQRST
35-08 0.00 +0.00 H 0.50+0.17 NOPQRS
35-09 0.00 +0.00 H 1.11+0.19 GHIJKL
40-01 0.00 +0.00 H 0.39+0.10 PQRST
40-02 0.00 +0.00 H 0.11 +0.09 ST
40-04 0.00 £0.00 H 0.00 £ 0.00 T
45-01 0.00 £0.00 H 0.31+£0.05 QRST
45-04 0.00 £0.00 H 0.22+0.19 QRST
45-05 0.00 £0.00 H 1.00 +0.00 NKLM

Los valores con letras semejantes dentro de las columnas prestaron valores estadisticamente iguales entre si segtin la prueba Tukey en p <0.05.
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