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Capitulo 1:

Presentacion del estudio






~ Capitulo 1: Presentacion del estudio ~

Objetivos

El presente trabajo estd dedicado al estudio de las dos especies de chumberas
mas representativas de la Peninsula Ibérica, la chumbera comun (Figura 1A), y la

chumbera brava o costera (Figura 1B).

e Chumbera comun: Opuntia ficus-indica (L.) Mill. 1768.
e Chumbera brava: Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw. 1819.

Desde que fueron introducidas en la Peninsula Ibérica hace aproximadamente

500 aiios, procedentes de América (donde se las conoce como nopales), hasta la
actualidad, las chumberas han ocupado un lugar importante a nivel botanico,

econdmico y agricola.

Sin embargo, a pesar de tal importancia, no se han realizado suficientes
esfuerzos en estudiarlas. Un mayor estudio supondria la obtencién de nuevos
conocimientos que podrian proporcionar nuevas técnicas de cultivo que aportaran
mayores beneficios agrondmicos, nuevos aprovechamientos, o nuevas técnicas de
control de poblaciones en caso de observar una expansiéon fuera de los limites de

aplicacion.

Por todo ello, creemos firmemente que este estudio tanto a nivel estructural
como socioeconémico, podria aportar una serie de conocimientos que acarreen
beneficios materiales y ecoldgicos para la sociedad. En consonancia con ello, el
objetivo que nos hemos marcado ha sido el estudio de los siguientes aspectos:
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1. Anatomia e histologia de O. ficus-indica y O. dillenii. Incidiendo particularmente

en el analisis de tallos, hojas, yemas axilares, espinas y raices.
2. Taxonomia de O. ficus-indica y O. dillenii, de acuerdo a su morfologia funcional.

3. Naturaleza de dichas formas, respecto a su posible definicidn como especies

invasoras, y medidas a tomar si ha lugar.

4. Productividad de O. ficus-indica en condiciones locales y las posibilidades de

explotacién de Opuntia en la Peninsula Ibérica.

El género Opuntia

Las chumberas son plantas angiospermas (division  Magnoliophyta)
dicotiledéneas (clase Magnoliopsida), de la familia de los cactus o cactdceas.
Pertenecen a la subfamilia Opuntioideae, que agrupa numerosos géneros de
caracteristicas muy variables. Uno de estos géneros es Opuntia, de especial interés
para nosotros, ya que en él se encuadran las chumberas (Tabla 1). Como curiosidad, el
nombre de Opuntia fue propuesto en 1700 por Tournefort, por su semejanza con unas
plantas espinosas que crecian en el antiguo pueblo de Opus u Opunte, en Grecia
(Scheinvar, 1995; Veldsquez, 1998).

Taxonomia

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

Género: Opuntia

Tabla 1. Taxonomia del género Opuntia.

Diversos autores dividen el género Opuntia en dos subgéneros: Cylindropuntia o
chollas, caracteristicas por sus tallos cilindricos o subcilindricos (Figura 2); y Opuntia,
mas conocidas como chumberas o nopales, de tallos aplanados (Berthet, 1990). Sin
embargo, otros autores diferencian Opuntia y Cylindropuntia como dos géneros
distintos (Rebman y Pinkava, 2001). En este trabajo de investigacién se considerara

Opuntia como un género separado de Cylindropuntia.
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Se conocen casi 300 especies del género Opuntia (Saenz et al., 2006), pero sdlo
10 o 12 de ellas son aprovechadas activamente por el ser humano. Al ser plantas
extremadamente versatiles, los usos que se le dan son muy diversos: alimentacién
humana y de ganado, produccién de cochinillas para la obtencidn de colorante, vallado
ecolégico, eliminacion de arsénico en el tratamiento de aguas potables a partir del
mucilago (un polisacarido péctico) que produce esta planta (Fox et al., 2012),
eliminacidon de selenio de suelos contaminados (Bafuelos y Lin, 2010), y un largo

etcétera.

Entre las Opuntias de interés agrondmico destacan O. ficus-indica, Opuntia
joconostle Web., Opuntia megacantha Salm-Dyck. 1834 y Opuntia streptacantha Lem.
1839. Tienen interés ecoldgico las chumberas silvestres Opuntia hyptiacantha FAC
Weber 1898, Opuntia leucotricha DC. 1828, Opuntia robusta H. Wendland ex Pfeiffer
1837y O. dillenii. Con todo, la especie de mayor éxito universal (y la mds cultivada) es
la chumbera comun u O. ficus-indica, pudiendo encontrarse practicamente a lo largo
de todo el globo, especialmente en ambientes templados y célidos, tanto cultivada
como naturalizada. En la cuenca del Mediterraneo O. ficus-indica practicamente es la
Unica Opuntia que se cultiva (Uzun, 1997). Por otra parte, una forma similar a O.
dillenii, que para algunos autores es sindnima (Bohm, 2008), O. stricta (Haw.) Haw.

1812, ha ocasionado catastrofes ecoldgicas acusadas en algunos paises, como
Sudafrica (Cheek y Crouch, 2015) y Australia (Freeman, 1992).

Figura 2. [A] Planta de Cy/indrpuntia. [B] Fotografia a‘mayores aumentos en las que se observan t/os
y frutos.

Ecologia y anatomia del género

Las Opuntias son plantas arbustivas, rastreras o erectas que llegan a alcanzar
entre los 2 y los 6 metros de altura, en funcion de la especie y de las condiciones

ambientales.
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Son plantas con metabolismo acido de crasuldcea (plantas CAM), una adaptacién
fotosintética al estrés ambiental. Comparado con los otros tipos de fotosintesis, c3 y c4
(Cernusak et al., 2007a; Cernusak et al., 2007b), la fotosintesis CAM reduce
significativamente el coste de agua en la obtencion de CO, al capturarlo durante la
noche, cuando el indice de transpiracion es menor (Winter et al., 2005), evitando abrir
los estomas durante el dia. El CO, fijado nocturnamente es almacenado como acido
malico, que al dia siguiente servira como reservorio de CO; para la fotosintesis c3 a la
luz del dia (Winter y Smith, 1996; Holtum et al., 2007). Asi, el uso del CO, generado
dentro de los tejidos que contienen cloroplastos estd asociado con el cierre
estomatico, minimizando la pérdida de agua durante el ciclo dia-noche (Winter et al.,
2008). De esta manera, la chumbera, siendo una planta CAM, tiene una ventaja

competitiva en ambientes con poca disponibilidad de agua (Taiz y Zeiger, 1991).

Por tanto las chumberas tienen un gran éxito en zonas dridas y semiaridas, en
terrenos pedregosos, arenosos o degradados donde pocas especies logran prosperar.
No sdélo habita estos terrenos, sino que los protege, ya que ayuda a frenar la erosién
del suelo manteniéndolo sujeto frente a los agentes atmosféricos mediante su red
radicular. Este sistema radical es muy extenso y se encuentra densamente ramificado.
Es rico en raices finas absorbentes y superficiales en zonas aridas de escasa
pluviometria. La longitud de la raices esta relacionada con las condiciones hidricas y el
manejo cultural, especialmente el riego y la fertilizacion (Sudzuki et al., 1993; Villegas y
de Gante, 1997; Sudzuki, 1999).

& .

Figura 3. Cladodios de O. ficus-indica f. ficus-indica con frutos jévenes sin madurar.
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El cuerpo principal de la chumbera consiste en una serie de tallos o ramas
suculentos y articulados, denominados cladodios, pencas o palas (Figura 3). Estos tallos
tienen forma oblonga, eliptica o de raqueta y pueden alcanzar hasta los 60-70 cm de
longitud, dependiendo de la especie y de la disponibilidad de agua y nutrientes
(Sudzuki et al., 1993). Los cladodios jovenes son tiernos y se pueden consumir como
verdura. De hecho, en México es frecuente el consumo de cladodios jovenes, alli
llamados nopalitos. Con el tiempo, los tallos se lignifican y se pueden llegar a
transformar en verdaderos tallos lefiosos agrietados, de color ocre blanquecino a

grisaceo.

El desarrollo de los brotes en Opuntioideae es determinado, con la excepcién de
Pereskiopsis, Brasiliopuntia, Consolea y Tacinga (Mauseth, 2006). El cladodio para de
crecer en un momento dado, pero sus brotes contintan creciendo, repitiéndose en
cada cladodio secuencialmente el proceso de crecimiento, parada y formaciéon de
nuevos cladodios o frutos. Este tipo de crecimiento del sistema caulinar se denomina

simpddico (Simpson, 2006).

La fotosintesis se efectia fundamentalmente en los cladodios, lo cual no significa
qgue la chumbera no tenga hojas. De hecho, los tallos jévenes presentan multitud de
pequeiias hojas verdes, una por cada yema axilar o areola (Figura 4). Sin embargo,
estas hojas son rudimentarias y no crecen al mismo ritmo que el tallo. A medida que
los cladodios van creciendo, las hojas se secan y habitualmente acaban
desprendiéndose (Lloret-Salamanca, 2010). Por lo tanto, los tallos adultos rara vez

mantienen alguna hoja.

Las yemas axilares de Opuntia (Boke, 1944; Robinson, 1974), denominadas
areolas, se sitlan sobre la superficie de las 2 caras y los laterales de los cladodios. Las
areolas son a su misma vez meristemos apicales de los nuevos brotes. Su tejido
meristematico tiene la capacidad de desarrollar nuevos cladodios, bases florales y
raices adventicias segun las condiciones ambientales (Sudzuki et al., 1993). Una vez la
areola ha producido un tallo o una base floral, no vuelve a producir nuevos elementos
(Reyes-Agtiero et al., 2006). Normalmente el meristemo del brote termina de producir
todo los entrenudos, nudos, primordios foliares y yemas axilares cuando todavia es
menor de un centimetro de longitud. Aparentemente el meristemo apical del nuevo
brote se convierte en una masa de grandes células parenquimaticas en su madurez
(Mauseth, 2006). En contraste, el meristemo apical del epicétilo de la plantula persiste
durante mas tiempo, aunque finalmente también se transforma y cesa en su
crecimiento.

Las areolas son estructuras concavas que presentan en su cavidad una especie de

lana formada por tricomas multicelulares uniseriados que mueren poco tiempo
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después de formarse (Mauseth, 2006), generando una densa capa que protege la

areola.
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Figura 4. Vista en detalle de una areola de un cladodio joven de O. ficus-indica, que contiene una hoja,
una espina, una hilera de gloquidios y un manto de tricomas.
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Ademas del manto de tricomas, en la areola se forma otra estructura de funcién
defensiva, la espina (Figura 4). En Opuntia, las espinas son excepcionalmente
resistentes. Estan formadas en un 50% de celulosa y en otro 50% de arabinosa,
interactuando fuertemente a nivel molecular, dandole una resistencia mayor que la de
la madera (Gindl-Altmutter y Keckes, 2012). Internamente se compone de fibras de
celulosa alineadas paralelamente en direccién del eje mayor, con pequeios limenes
entre éstas (Malainine et al., 2003a). En funcién de la especie, varia el niumero de
espinas que se pueden encontrar en las areolas, pudiendo ser que la areola carezca de
ellas o que tenga decenas. El 43% de las espinas se concentran en la pequefia
superficie que abarcan los bordes del cladodio (Nassar y Lev-Yadun, 2009). La seleccién
natural ha favorecido esta tendencia, puesto que los bordes son las zonas mas
accesibles para depredadores. Aparte de la funcién defensiva frente a depredadores,
las espinas protegen frente a ondas electromagnéticas daninas y a radiaciones solares
excesivas, y reducen la transpiracion de la planta (Pefia-Valdivia et al., 2008),
disminuyendo su pérdida de agua. Ademas, las espinas de algunas especies tienen la
capacidad de exudar por su punta gotas de un liquido blanquecino o translucido,
presumiblemente agua azucarada (Mauseth, 2006), aunque poco se ha investigado

sobre la finalidad de este comportamiento.

~8~
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Los miembros de Opuntioideae (salvo Puna clarioides) tienen la particularidad de
producir, otro tipo de espinas adicionales que no se encuentran en ninguna otra
subfamilia, los gloquidios (Mauseth, 2006). Estas estructuras se caracterizan por ser
muy numerosas, cortas y finas (Figura 4). En algunas especies se distribuyen por la
areola en patrones definidos, siendo frecuente la organizacién en forma de corona, de
estrella (con las puntas dirigidas hacia fuera) y de media luna. Las células epidérmicas
de los gloquidios se solapan entre ellas segun crecen (Majure y Ervin, 2007), formando
unas barbas que ayudan al gloquidio a engancharse con fuerza cuando se introduce en
cualquier sustrato. Las espinas y los gloquidios tienen una estructura semejante, pero
mientras que las espinas corrientes estan firmemente fijadas a la areola, los gloquidios
se desprenden con una gran facilidad. Esto es debido a que los gloquidios tienen en su
base una zona no esclerificada facilmente rompible, lo cual no sucede en las espinas
(Robinson, 1974).

Los brotes florales se generan en las areolas de los cladodios. En algunas
Opuntias, se requiere un numero determinado de cladodios para que comience la
produccién de brotes florales (Reyes-Agliero et al., 2006). En las regiones
subtropicales, la produccién de brotes comienza cuando la temperatura media es
mayor de 16°C: marzo o abril en el hemisferio norte, septiembre u octubre en el
hemisferio sur (Nerd y Mizrahi, 1995). El periodo de formacién de brotes florales es
prolongado, pudiéndose extender desde 3 semanas en O. ficus-indica a 25 en O.
joconostle (Sanchez et al.,, 1991). Los brotes florales son sésiles y solitarios, y se
desarrollan con mayor frecuencia en el borde superior de las pencas. El brote floral es
en realidad una “falsa fruta”, un tallo modificado en el cual se alojan los cuatro
verticilos florales, dentro de una depresién cdnica situada en su apice. De fuera a

dentro se disponen el periantio, el androceo, y el gineceo.

Las flores (Figura 5) son generalmente hermafroditas y suelen tener un color
amarillo, pero también se observan otros colores dependiendo de la especie, como
naranja, rosa, purpura, rojo, blanco e incluso moteadas (Reyes-Agliero et al., 2006).
Generalmente, la planta florece una sola vez al aifo (Sudzuki et al., 1993), aunque con
una floracion asincrénica en la que las flores van apareciendo en un periodo amplio
entre abril y julio en el hemisferio norte, y entre febrero y agosto en el sur. Durante el
periodo de floracién cada planta produce unas pocas flores por dia (Grant y Grant,
1981). La polinizacion en Opuntia es llevada a cabo generalmente por insectos,
sabiéndose polinizadoras 103 especies de himendpteros, 18 de coledpteros y 2 de
lepiddpteros; aunque también son polinizadas por 10 especies de aves (Reyes-Agliero
et al., 2006).
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i A = ke y \

Figura 5. Brotes florales de O. ficus-indica f. espinosa en distintas etapas. Los brotes inferiores aun no
han florecido. El brote superior ha comenzado el proceso y sus pétalos tienen un color rojizo, que se
tornard amarillo cuando la flor se abra. Entre ellos se encuentran 2 flores, con sus pétalos ya amarillos.
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Figura 6. Bandejd repleta de higos chumbos de distintas variedades, pelados y listos para su consumo.

~10 ~
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Una vez las flores se transforman en frutos y maduran, adquieren coloraciones y
otras cualidades organolépticas variables en funcién de la especie. La maduracioén, al
igual que la floracién, es asincrénica, y se produce entre los meses de abril y
noviembre en el hemisferio norte, mientras que en el hemisferio sur la mayor
produccién se concentra en junio, julio y noviembre (Reyes-Agliero et al., 2006). Los
frutos maduros, también conocidos como higos chumbos e higos tunos en Espaia vy
simplemente tunos en México y otros paises sudamericanos, son muy apreciados por

su sabor, y se pueden consumir tanto frescos (Figura 6) como procesados.

El interior del fruto esta ocupado por una zona carnosa denominada pulpa, la
cual estd protegida por una corteza de mayor dureza, el pericarpo o cdscara (Savio,
1989). Por encima de ella se encuentra la fina capa que ocupa la posicién mas externa,

la piel (Cerezal y Duarte, 2000), en la que se situan las areolas.

El higo chumbo es unilocular y poliespérmico, es decir, contiene numerosas
semillas por fruto, variando entre 10 (en algunos cultivos seleccionados artificialmente
por tener pocas semillas) y 500 por fruta. En Opuntia es frecuente la apomixis o
produccién de semillas sin una fecundacion previa. Las semillas se encuentran insertas
en la pulpa, y son lenticulares y de pequeiio tamafio, con un didmetro aproximado de 3
o 4 mm (Reyes-Agliero et al., 2006). En su dispersién participan aves, reptiles y
mamiferos (Padrén et al., 2011), que las liberan junto a sus deposiciones tras ingerir
los frutos, muy atractivos para todos ellos. Las semillas de Opuntia requieren de un

tiempo de dormancia antes de germinar (Delgado-Sanchez et al., 2011).

Generalmente la reproduccién sexual por semillas no es un método muy efectivo
para la expansion de las Opuntias, ya que en muchas especies las semillas tienen un
porcentaje muy escaso de germinaciéon. Esto es consecuencia de sucesivas
hibridaciones que han dado lugar a complicadas poliploidias, decreciendo la fertilidad
(Reyes-Agtiero et al., 2006). Ademas, las plantulas son muy vulnerables. Por tanto, las
Opuntias recurren a la reproduccion vegetativa (reproduccién asexual) como método
principal para la dispersién de sus poblaciones. Asi, es frecuente el desprendimiento
de los cladodios de la planta, que posteriormente enraizan en el suelo. En algunas
especies es frecuente que haya una menor cantidad de fibras en la unién entre pencas,

guedando de esta manera debilitada y facilitando la separacién de éstas.

Sin embargo, las chumberas pueden combinar ambos tipos de reproduccién, ya
que la reproduccidn sexual conlleva otros beneficios que la reproduccién asexual no
puede aportar, como son el aumento de la variabilidad genética y una dispersién a

mayores distancias.
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Panorama Historico

La explotacion de Opuntia como cultivo agricola se inicid hace miles de afos en
las regiones Mesoamericanas, donde hasta hace poco se pensaba que se origind este
género (Pimienta, 1990). Sin embargo, recientes estudios genéticos han dudado de ello
y opinan que su origen se situa en el suroeste de Sudamérica, expandiéndose después
por el altiplano andino, y de alli hacia el norte hasta Norteamérica (Majure et al.,
2012).

Uno de los factores que consideraban los antiguos pobladores de Centroamérica
y el Sur de Norteamérica al elegir sus asentamientos era la presencia de chumberas en
los alrededores (Bravo-Hollis, 2002), ya que sus frutos constituian una parte
importante de su dieta (Fernandez de Oviedo, 1535). De hecho, Fernandez de Oviedo
(1535) observd que los frutos del nopal eran esenciales para los pobladores del centro
y norte de México durante la época pre- y post-colombina (Sahagun, 1985). Como
ejemplo, algunos pueblos indigenas del Golfo de México migraban durante el verano
hasta territorios de la meseta norte buscando frutos del nopal, y durante 2 meses

vagaban por esta regién de lugar a lugar consumiéndolos (Casas y Barbera, 2002).

Se han encontrado restos de chumberas de 12.000 afios de edad en Guila
Naquitz, una cueva de Oaxaca (México), lo que evidenciaria su consumo ya por aquel
entonces (Smith, 1986). Un estudio anterior, mediante el analisis de coprolitos
humanos, ya habia probado también que hace 9.000 anos el ser humano se
alimentaba con los frutos de esta planta (Callen, 1965). Restos encontrados en otra
excavacion, y datados en unos 7.000 aifos, también evidencian el uso de las chumberas
por parte de los pobladores mexicanos (Flores-Valdez, 2003). Estudios arqueolégicos
sugieren que la domesticacion de diversas plantas en Mesoamérica comenzd hace
9.600 afios (Flannery, 1986), estimandose que la domesticacién de la chumbera se

llevé a cabo hace unos 8.000 afios (Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991).

De hecho, la capital del imperio azteca era Tenochtitldn (actualmente enterrada
bajo Ciudad de México), cuyo nombre significa “lugar del nopal sobre la piedra”, y en
el estado de Oaxaca se encuentra Nochtitlan, que significa “lugar del nopal” (Casas y
Barbera, 2002). La leyenda asevera que las tribus nédmadas del centro, expulsadas de
su pueblo, buscaron nuevos asentamientos, hasta que vieron un aguila que se posé en
un nopal. Este fue el lugar elegido para el asentamiento del pueblo azteca y asi se

inicid el auge del imperio. Con el tiempo, este simbolo se convirtié en el escudo de la

L “Nochtli significa nopal.
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bandera nacional, a la que posteriormente se le afiadié una serpiente asida por una
garra del aguila endémica (Aquila mexicana), mientras que la otra garra se apoya en la

chumbera.

La variedad de nopales disponibles era muy amplia, asi como sus usos (Sdenz et
al., 2006). Se aprovechaban los frutos, tallos, raices, espinas e incluso sus pardasitos,
para usos alimentarios (Veldsquez, 1998) y curativos (Saenz et al., 2006), entre otros.
En el Cddice De la Cruz-Badiano de 1552, se describe cdmo se utilizaban los nopales
para resolver gran cantidad de problemas de salud, como por ejemplo curar las
quemaduras (Anaya-Pérez, 2001). Por entonces también se empleaba la cochinilla del
carmin (pardsito de los nopales) para obtener colorante (Veldsquez, 1998). Por todo
ello, no es de extrafiar que el uso se extendiera y por consiguiente, el estudio de
nuevas aplicaciones, de nuevos métodos de trabajo, nuevos cultivos, la busqueda de
nuevos hibridos y nuevas especies. Incluso las grandes espinas de algunas especies
eran usadas en cirugia, rituales religiosos, condenas a muerte y sacrificios humanos,

haciendo pasar al reo por encima de las plantas hasta morir.

Tras el descubrimiento de América, en un primer contacto, los colonizadores
recibieron, en simbolo de bienvenida y paz, productos fabricados con chumbera, como
frutos y verdura de nopal (nopalitos), polvos curativos, incluso plantones
ornamentales. Como anécdota, decir que los frutos de Opuntia dillenii tifien de rojo la
orina y las heces, por lo que los espafoles creyeron que habian sido envenenados
(Casas y Barbera, 2002), provocando posiblemente el primer conflicto entre nativos y
exploradores. Una vez resuelto el malentendido y comprobadas las cualidades de esta
planta, los colonizadores ayudaron a dispersarla en mayor medida por el Nuevo

Mundo y por la cuenca del Mediterraneo.

El primer registro sobre estas especies se encuentra en unas crdnicas de
Fernandez de Oviedo (1535), reproducidas por Lépez-Pifiero (1992). Los cronistas de
Indias relatan que estas plantas y sus frutos fueron llevadas a Espafia posiblemente en
el primer (Russell y Felker, 1987) o segundo viaje de Colén a América (Kiesling, 1998).
En ese momento, los primeros plantones habrian sido llevados a los Reyes Catdlicos
como una demostracion mdas de haber llegado a tierras extrainas (Veldsquez, 1998;
Barbera, 1999). Los viajes sucesivos tomaron como puertos de conexion las Islas
Canarias y el sur de la Peninsula Ibérica. Por ello, estos habrian sido los primeros
puntos de introduccién de estas nuevas especies (Salas y Caceres, 2003; Arévalo et al.,
2014). En un principio no fueron introducidas por sus cualidades alimenticias ni
curativas, sino que se trajo a Europa como plantas ornamentales (Casas y Barbera,
2002). Extrafas y deformes, adornaban jardines de nobles y fincas de ricos burgueses,

aportando una nota de curiosidad. Mas tarde y debido a su estructura espinosa, fueron
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plantadas como cerca viva, extendiéndose el consumo de sus sabrosos frutos, que
ayudaron con eficiencia a paliar el hambre de clases bajas en épocas de penuria y
conflictos. Finalmente, en determinadas zonas fueron introducidas junto con la
cochinilla (Dactylopius coccus Costa), con el fin de obtener el carmin o acido carminico,
el mejor colorante natural conocido (E-120), utilizado para tefiir de rojo en
alimentacion, cosmética, productos farmacéuticos y la industria. Este cultivo fue
especialmente importante en Canarias (Russell y Felker, 1987). El carmin se convirtio
desde el primer momento en un éxito en los mercados europeos, porque su capacidad
colorante era 10 veces mas potente que el kermes, el utilizado hasta entonces para tal

cometido (Casas y Barbera, 2002).

¥ la cuenca del Mediterraneo
(s. XVID)

Descubrimiento de América.
Primeras chumberas en E a.
&, urop

(s. XV - XVI)

Expansion por el
resio del mundo
{(s.XVII en adelanie)

del consumo del nopal
{(hace aprox. 12.000 anos)}
y de su domesticacion
{Hace aprox 7.000 anos)

Aparicion del
género Opuntia
{Hace aprox. 5,6 mill anos)

Figura 7. Origenes del género Opuntia, distribucion inicial y dispersion posterior. Elaboracion propia en
base a la bibliografia citada en el texto.

Posteriormente, el abandono de las tierras debido a la emigracién a las grandes
ciudades, junto con la resistencia de las chumberas a factores limitantes adversos
ocasiond en algunos lugares expansiones poco afortunadas. Aunque los reportes sobre
éstas posiblemente han sido exagerados, al no tener una base cientifica

pormenorizada, no deja de tener su interés.
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A mediados del siglo XVI las chumberas se comenzaron a extender rapidamente
por Europa, primeramente por sus jardines botanicos y fincas privadas de gente
adinerada (Casas y Barbera, 2002). En Italia se empezd a ver con gran interés esta
planta, en algunos casos con desprecio y en otros con admiracion. En 1568 ya se tiene
constancia de chumberas en Florencia. Posteriormente se reporté en 1583 su
existencia también en Alemania y Holanda, y en 1596 en Inglaterra (Alvarez Lépez,
1946). Sin embargo, en estos paises del norte de Europa, su existencia se limita a los
jardines botdnicos, con ambientes controlados, sin que se hayan dispersado por sus
territorios, ya que el clima es demasiado frio para esta planta. En Sicilia, lugar de
importancia mayuscula en el cultivo de chumberas, esta planta se introdujo en jardines
el s. XVII (siendo su bienhechor el rey espafiol Felipe V), pero rdpidamente se comenzo

a cultivar por todo su territorio (Coppoler, 1827).

Con el tiempo, la chumbera se ha extendido a muchas otras zonas del planeta
(Figura 8), siempre que el clima lo haya permitido. En la cuenca del Mediterraneo el
clima es idéneo para esta planta, por lo que se ha naturalizado y dispersado, siendo

paraddjicamente uno de los distintivos del paisaje Mediterraneo (Barbera et al., 1992).

Figura 8. Distribucion actual del género Opuntia (en verde) en el mundo, teniendo en cuenta los paises
que las cultivan o tienen poblaciones en su medio natural. Fuente: Flores-Valdez et al. (1995),
Mondragdn-Jacobo y Pérez-Gonzdlez (2001), y Sdenz et al. (2006).

También ha sido introducida en zonas tan lejanas como Sudafrica, Australia o la
India (Sdenz et al., 2006). Por lo general, tras la introducciéon se naturalizé. Sin
embargo, en alguna ocasién desencadend invasiones no deseadas. El caso mas
conocido es el de Australia (Freeman, 1992), en donde se introdujo Opuntia stricta,
una especie particularmente util para el vallado de fincas, pero que se adaptd de tal
manera a la estepa australiana que se extendié rapidamente (Figura 9). Provocd una
catastrofe en cadena, ya que unido a su expansion descontrolada, se provocd un

aumento de la poblacion de conejos, que encontraron en esta chumbera un refugio
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ideal. Las huras de conejos se llenaron de pardsitos, que a su vez contagiaron al
ganado, principalmente ovejas. Cientificos y técnicos trabajaron al unisono, ya que la
poda y el arranque no sirvieron para nada, por lo que esta chumbera siguié con su
expansion. Finalmente se optd por una solucidn bioldgica, la introduccion de un
parasitoide, la palomilla del nopal, Cactoblastis cactorum (Figura 11), original de
Sudamérica (Argentina, Uruguay, sur de Brasil) (Hoffmann et al., 1998). Tuvo tanto

éxito (Figura 10A y B), que se levanté un monumento en su honor (Cactoblastis

Memorial Hall), tras limpiar mas de 25 millones de hectdreas.

2 &Y

 a e 2 <o 44 & k‘l LSO o BN L 3

Figura 9. Invasion de chumberas en Australia. [A] Bosque de chumberas que han alcanzado una altura
considerable. [B] Plantas de O. stricta invadiendo el suelo alrededor de un camino. / Fotografias de
dominio publico del archivo estatal de Queensland (Australia). 1930.

Tan impactante fue el trabajo que la polilla del nopal fue introducida en otras
regiones: En Sudafrica en 1933, en Hawadi e islas Mauricio en 1950, y en las islas
caribefias en 1957. Pero esta Ultima introduccién fue a su vez un desastre, ya que la
palomilla del nopal atacé intensamente a la chumbera brava en sus zonas naturales de
distribucién cercanas, observandose su dafiina presencia en Puerto Rico (1963), Cuba
(1980), Florida (1989) y México (2006), denunciandose en dichos lugares como especie
invasora (Pemberton, 1995; Pemberton y Liu, 2007). Este caso es un ejemplo de cémo
una especie Util en un momento dado, se puede transformar en un invasor por sus

consecuencias transformadoras y competitivas.
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Figura 10. Fotografias tomadas en el mismo punto, con una diferencia de 2 afios y 7 meses. Muestran la
efectividad y velocidad de la palomilla del nopal a la hora de combatir la plaga de O. stricta en
Queensland, Australia. [A] Marzo de 1927. La zona estd completamente invadida por plantas de O.
stricta. [B] Octubre de 1929. Todas las plantas de O. stricta han muerto afectadas por la palomilla del
nopal, liberada en la zona en algun momento entre ambas fotografias. / Fotografias de dominio publico
del Departamento de Tierras de Queensland (Australia).

Figura 11. Palomilla del nopal (Cactoblastis cactorum). [A] Hembra adulta. [B] Larvas. / Fotograas de
dominio publico del Servicio de Investigacion Agricola del Departamento de Agricultura de EEUU.
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Situacion actual

Actualmente México es el mayor cultivador mundial de las especies del género,
aunqgue los datos disponibles son en ocasiones contradictorios. Sin contar con las
chumberas silvestres (que ocuparian varios millones de hectareas), se piensa que en
México hay entre 50.000 y 82.500 ha cultivadas (Sdenz et al., 2006). Estos son datos
correspondientes a 1999, por lo que con toda probabilidad la superficie cultivada serd

mucho mayor en la actualidad.

Figura 12. Plantacion de Opuntia en Sicilia, Italia.

Indudablemente el cultivo de la chumbera es cada dia mas popular en todo el
mundo. En América, ademas de México, son productores Estados Unidos, Brasil, Cuba,
Argentina, Peru, Chile y Ecuador (Sdenz et al., 2006). En la cuenca del Mediterraneo
Italia es la primera potencia, seguida de Marruecos, Tunez e Israel, con desarrollos
crecientes en Turquia, Argelia, Malta y Portugal. En ésta zona la Unica especie del
género que se cultiva (con diferentes propdsitos) es Opuntia ficus-indica (L.) Mill., si
bien también son utilizados los frutos y cladodios silvestres de Opuntia dillenii (Uzun,
1997).

El predominio del clima templado mediterraneo en gran parte de la Peninsula
Ibérica la convierte en una zona muy favorable para el desarrollo de las cactdceas. Por
lo tanto es iddnea para el crecimiento y el cultivo de las chumberas. A esto se le anade
que las Islas Canarias, por su clima subtropical, es otro emplazamiento excepcional
para el desarrollo de las Opuntias. No es sorprendente por tanto que Espana sea el

pais europeo con mayor cantidad de especies de cactus (Essl y Kobler, 2009).
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Tanto en las Islas como en la Peninsula, las chumberas son unas magnificas
aliadas en la lucha contra la erosidon. En Canarias se puede observar cdmo en muchas
vaguadas y taludes el suelo ha sido contenido gracias a las chumberas, mientras que en
zonas donde se ha eliminado la planta, la erosién es patente. Por ello son
frecuentemente plantadas, como se puede ver en el cerro donde se ha instalado la
depuradora de Santa Cruz de Tenerife o los taludes frente a la playa de las Teresitas,
en la proximidades de dicha ciudad (Blasco, obs. pers.). De igual modo se usa en la

Peninsula, en cunetas y zonas escarpadas.

Po

<“ . A ' jJ O. ficus-indica |:|
‘ y X

;  aaned O. ficus-indica |:|
/ B &5 y +0. dillenii

9 e i W S
Figura 13. Distribucion de la chumbera comun y brava en septiembre de 2013 de acuerdo con los datos
expuestos por el catdlogo de especies exdticas invasoras (B.O.E., 2013) del Ministerio de Medio Ambiente

y Agricultura.

La chumbera comun es profusamente observable, especialmente en Andalucia y
Canarias, pero también en Murcia, Extremadura, Comunidad Valenciana y Cataluia, asi
como en algunos lugares puntuales por el resto del territorio nacional (Figura 13). En
los lugares en que aparece, Opuntia ficus-indica se utiliza asiduamente como cerca viva
y para la obtencién de frutos. En Canarias ademas se fabrican licores y mermeladas.
Cabe destacar que la situacidén de la chumbera comudn en la Peninsula Ibérica se
encuentra en peligro, ya que muy recientemente ha comenzado a sufrir una plaga que
esta dafiando y matando a gran velocidad las chumberas de la zona del sureste. Es un
problema de envergadura debido a que ademas se estd extendiendo hacia el oeste con

gran velocidad. El responsable de esta plaga es la cochinilla silvestre del carmin
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(Dactylopius opuntiae), mucho mas peligrosa que la cochinilla del carmin que se cria

para obtener dicho compuesto (Dactylopius coccus).

Por su parte, la chumbera brava, Opuntia dillenii, se desarrolla principalmente en
zonas costeras del Archipiélago Canario y Andalucia (Figura 13). En Canarias ocupa
grandes extensiones (Figura 14), mientras que en las costas de Andalucia Occidental,

sobre todo en Huelva, ocupa intensamente el suelo, aunque con escasa repercusion

general.
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Figura 14. Plantas de O. dillenii, extendidas profusamente por un terreno
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de Punta de Teno, ;I'enerlfe.

Finalmente, es importante constatar que la FAO (“Food and Agriculture
Organization”, o en castellano, “Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura”) lleva tiempo promocionando el cultivo de especies de
este género en zonas aridas y pobres (Etiopia, Namibia, Zimbabue, Sri Lanka), debido a
su capacidad adaptativa y resistencia a condiciones de fuerte estrés ambiental (Sdenz
et al., 2006). De esta manera se obtiene alimento y se aprovechan territorios sin
ninguna productividad econémica o bioldgica. Este plan estd teniendo un éxito muy
destacable, ya que tanto los tallos como los frutos son unos alimentos muy nutritivos
que contienen numerosos compuestos beneficiosos para la salud, habiéndose
aconsejado su consumo para prevenir o tratar algunas enfermedades como gastritis,
hiperglucemia, arteriosclerosis e hipertrofia prostatica benigna (Frati et al., 1990;
Hegwood, 1990; Palevitch et al., 1993; Jonas et al., 1998). Desde el punto de vista
ecoldgico, no debe olvidarse el beneficio de las chumberas en zonas semidesérticas
para aportar vegetacién y convertirse en sumidero de CO,, algo especialmente

importante en la actualidad (Pimienta, 1997).
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El problema. ;Especies perjudiciales o beneficiosas?

Como se profundizard en posteriores capitulos del presente trabajo, las
chumberas han sido consideradas por muchos colectivos como formas invasoras y asi
se especifica con una mayor o menor importancia en las leyes espaiolas. Asi, un Real
Decreto (B.O.E., 2011) determina en un catalogo que tanto la chumbera comun en su
forma espinosa (denominada Opuntia maxima Miller) como la brava (Opuntia dillenii),
son claramente invasoras, mientras que la chumbera comun en su forma inerme
(definida como Opuntia ficus-indica), es considerada con potencial invasor e incluida

en un listado como de menor peligro para el medio ambiente.

Para una adecuada diferenciacion, en el predmbulo de la ley, se exponen varias
definiciones y en consonancia, se define especie invasora aquella forma exodtica (es
decir, introducida por mano del hombre) que se establece en un ecosistema natural,
siendo un agente de cambio o amenaza para la diversidad biolégica nativa. Y una
forma con potencial invasor es aquella especie exdtica que podria convertirse en
invasora, por demostrarse ese caracter en otros paises o regiones de condiciones

ecoldgicas semejantes.

Un decreto posterior (B.O.E., 2013) mantiene las definiciones del anterior, pero
altera el contenido del listado. Se mantienen como invasoras la chumbera comun en su
forma espinosa (O. maxima) y la chumbera brava (O. dillenii), mientras que esta misma
en su sinonimia (O. stricta) es permitida en Canarias. Al eliminarse el anterior listado
de especies potencialmente invasoras, desaparece como amenazante la chumbera
comun en su forma inerme (O. ficus-indica). Sin embargo, teniendo en cuenta que O.
mdxima y O. ficus-indica son consideradas por gran parte de los autores como

sindnimos, queda en el aire la legalidad de su cultivo.

Sin embargo, la comunidad internacional no reconoce la nomenclatura que se
usa en los decretos y las leyes anteriormente citadas, incluso en la bibliografia
cientifica espafiola. Asi, Kiesling (1998) después de un estudio morfolégico comparado
y analizando toda la bibliografia llega a la conclusién de que la chumbera comun
adquirio una fuerte ploidia como consecuencia de sucesivas hibridaciones.
Posiblemente, la forma primitiva es una domesticacién procedente de Opuntia
streptacantha u O. megacantha, incluso un hibrido de ambos. La evidencia demuestra
(y asi lo apoyan cientificos del Viejo y Nuevo Mundo) que la chumbera comun en su
forma inerme debe denominarse Opuntia ficus-indica f. ficus-indica (L.) Mill. 1768,
mientras que la forma espinosa debe ser denominada Opuntia ficus-indica f. amyclaea

(Tenore) Schelle (Kiesling, 1998). Esa es la nomenclatura que utilizaremos en el
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presente trabajo. Otros autores han considerado que la forma no espinosa de la
chumbera comun debe llamarse Opuntia ficus-indica f. inermis (Ben Salem et al.,
1996).

Para algunas sociedades y grupos cientificos, los catdlogos de especies invasoras
anteriormente citados se quedan cortos. La justificacion estriba en que cuando menos
supone una competencia con las especies nativas, sea porque compiten por el suelo y
el espacio, o porque los polinizadores sean mds atraidos por las especies invasoras que

por las nativas (Bartomeus et al., 2008).

Sin embargo, el criterio de otros autores es mas exigente a la hora de catalogar
especies invasoras. Richardson propone otras definiciones de especie naturalizada e
invasora (Richardson et al., 2000). Afirma que debe considerarse como planta invasora
aquella que previamente naturalizada, produce otras plantas con capacidad
reproductiva en grandes cantidades y a grandes distancias. Por tanto su definicién
exige que tengan una gran capacidad de dispersion. Ademas considera la existencia de
“invasores benignos”. Richardson cree que se debe de emplear una nomenclatura
especial para las especies invasoras verdaderamente daiiinas, las llamadas “especies
transformadoras”, propuestas con anterioridad por Wells et al. (1986), definiéndolas
como aquellas especies invasoras que “cambian el caracter, condicion, forma o
naturaleza de un ecosistema natural en un area considerable”. Por ello, dicha especie
invasora tiene que demostrar su actividad transformadora, y no solamente citarse la

posibilidad de que pueda competir con las formas nativas.

Finalmente, debe destacarse que las chumberas no son consideradas especies
invasoras en Portugal, sino como introducida y naturalizada (D.d.R, 1999). No son
amenaza reconocida, por lo que si se demuestra su beneficio para el hombre o la
biocenosis, puede ser apta para su manejo. De la misma manera, en Italia esta
consideracién se contempla desde el punto de vista regional y asi, en Sicilia, donde
representa un recurso fundamental desde hace 400 afios, es definida como
naturalizada, mientras que en el continente es invasora parcial. Para el norte de Africa,

las chumberas simplemente son consideradas naturalizadas.

Todo lo expuesto debe ser tenido en cuenta a la hora de considerar las
chumberas tratadas en el presente trabajo como formas invasoras o por el contrario,
simplemente naturalizadas. El fenédmeno es importante, ya que las leyes espaiiolas no
permiten el uso ni el consumo de especies definidas como invasoras, lo que es un
problema grave para algunas comarcas en donde la chumbera comun ha sido cultivada
bien como frutal (Almeria, Murcia, Tenerife, Lanzarote), bien como cerca viva, de la
gue igualmente se aprovechan los frutos, dando trabajo a muchas familias en zonas

rurales (Andalucia, Murcia, Levante, Extremadura, Baleares y Canarias). De ahi que en
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este trabajo se haya dedicado un espacio a la reflexidon sobre la posible consideracion

como invasoras de las chumberas tratadas.

Justificacion del estudio

Al llevar a cabo la recopilacién bibliografica que antecede a todo trabajo
cientifico, hemos observado que a pesar de ser formas bioldgicas conocidas desde
hace mas de 9.000 afios (una de las plantas conocidas y utilizadas por el hombre desde
periodos mas antiguos), sorprendentemente se tienen escasos datos sobre ellas, en su
mayoria divulgativos y repetitivos. Incluso en el Viejo Mundo, donde estas especies
fueron introducidas hace ya cinco siglos, se mencionan como si se tratara de recién

llegadas, a veces con asombro.

En resumidas cuentas, en el presente estudio se ha intentado plasmar algunos
aspectos desconocidos o escasamente investigados, en cuanto a la morfologia
funcional y estructuras de las chumberas brava y comun, asi como otros apartados
relacionados con su importancia a nivel ecolégico y socioecondmico. Se ha tratado de
recopilar y completar los conocimientos existentes sobre esta planta, aunque somos
conscientes de que otros muchos apartados podrian haberse tratado. Estos vacios en

el conocimiento nos abren interesantes lineas de investigacién para el futuro.

Creemos que hay que hacer un esfuerzo para tratar dichas especies en su justo
término. Aunque pueda admitirse la posibilidad de que sean especies de caracter
invasor, deben contemplarse igualmente las ventajas actuales y potenciales de su uso.
Ademads, un adecuado control podria suponer la nulidad de esa amenaza y el
aprovechamiento de sus ventajas. Todo ello debe ser dilucidado a través del
conocimiento y comprension de estas plantas, premisa sobre la cual se ha

fundamentado la linea de actuacion del presente estudio.

Este trabajo ha prestado especial atencién a la taxonomia de las formas
implicadas. Dada la antigliedad de las citas de estas especies, con sucesivos cruces e
hibridaciones, existe una gran confusion terminoldgica que llega a ser no solo
inadecuada sino también inaceptable. El problema va mds alla de la cuestidn

taxondmica, afectando a fendmenos sociales y juridicos.

Ill

Por ejemplo, volviendo al tema tratado en el anterior punto, en el “Real Decreto
1628/2011, de 14 de noviembre, por el que se regula el listado y catdlogo espafiol de
especies exoticas invasoras” (B.O.E., 2011), que trata de resolver el problema de las
especies invasoras, la chumbera comun es citada en dos apartados diferentes. En una

primera lista, Opuntia maxima (sinonimia de O. ficus-indica) se considera invasora,
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debiéndose tratar como tal seglin se expone en la ley (erradicacién, prohibicién de su
cultivo, prohibicién del uso de los frutos, pencas, raices y sus partes). Pero en un
segundo apartado, Opuntia ficus-indica aparece en un listado que resalta el posible
potencial invasor, permitiéndose su uso y cultivo, siempre bajo la responsabilidad del
usuario. En esta misma ley también se trata como dos especies invasoras a Opuntia
stricta y Opuntia dillenii, cuando existe diversidad de opiniones sobre si es asi o se

trata de la misma especie (B6hm, 2008).

No conforme con esta confusidn, posteriormente en el “Real Decreto 630/2013,
de 2 de agosto, por el que se regula el Catdlogo espafiol de especies exdticas
invasoras” (B.O.E., 2013) que deroga el anterior, elimina el listado de especies con
potencial invasor (en el que se incluia O. ficus-indica) y se centra exclusivamente en las
invasoras (donde se incluye O. maxima). A pesar de dicha ley, varias Comunidades
Autonomas siguen permitiendo su explotacién, ya que facilita la inserciéon de empleo
rural y produce valor anadido. Esta decisidn en principio incumpliria la norma ya que
dado que O. ficus-indica y O. maxima son sinonimias, ninguna forma de chumbera
comun podria ser utilizada. Sin embargo, la no introducciéon de O. ficus-indica en el
listado también puede significar que se puede usar sin ninguna responsabilidad,
dependiendo de si la administracidn finalmente la considera como la misma especie
qgue 0. maxima. En el caso de O. dillenii, se sigue manteniendo la dualidad, es decir, se
resalta como invasora tanto ella como O. stricta. Como se puede comprobar, todo esto

supone una situacién sumamente cadtica.

Es por esta razén por la que otro de los objetivos del presente estudio ha sido
analizar si O. ficus-indica, una planta de importancia en la flora ibérica e insular, puede
considerarse como una especie con dos formas, o si por el contrario son dos especies
diferentes. Dado que hablamos de especies intensamente cultivadas, manejadas y de
importancia para el medio ambiente, creemos que nuestro esfuerzo por dilucidar estos

problemas esta sobradamente justificado.

La investigacion

En el presente estudio se ha plasmado todo el trabajo realizado durante mas de
cuatro anos. Ha sido una tarea tanto de laboratorio como de campo, “in-situ” en el

emplazamiento de las poblaciones estudiadas.

Buena parte del trabajo, sobre todo en el comienzo, ha consistido en la
busqueda y estudio exhaustivo de la bibliografia existente hasta la fecha respecto a

esta planta. Los conocimientos adquiridos durante este proceso han sido claves para
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contrastar la informacién disponible con el comportamiento observado por nosotros.
Ademas nos ha permitido detectar los aspectos menos (o nada) explorados respecto a

esta planta.

Probablemente el aspecto al cual se haya dedicado mas esfuerzos en el presente
estudio sea al trabajo de laboratorio. Mediante diversas técnicas, se han realizado
multitud de analisis histoldégicos y morfolégicos a las diversas estructuras que
componen este organismo. A partir de lo obtenido a través de este trabajo, se han
podido comparar las dos formas mds corrientes de la chumbera comun en la regién
(segundo capitulo) y se han analizado aspectos desconocidos de la chumbera brava

(tercer capitulo).

Ademads, se han estado llevando a cabo una serie de mediciones “in-situ” de
forma ininterrumpida durante todo el tiempo de realizacién de la tesis doctoral. En
ellas se ha medido el crecimiento vegetativo y la fructificacién en funcién del tiempo. A
partir de estas mediciones, ya familiarizados con las caracteristicas de ésta especie, se
ha ido mds alld de los conocimientos bdsicos sobre la planta. Se han analizado la
productividad, los posibles aprovechamientos y la viabilidad de explotarla
econdmicamente (cuarto capitulo). Finalmente, las mediciones también nos han
aportado datos sobre la capacidad de dispersiéon de las distintas formas estudiadas,
por lo que de acuerdo con las definiciones de mayor relevancia de “especie exética
invasora”, hemos comprobado si realmente tienen caracter invasor o no (quinto

capitulo).

Con todo ello, esperamos aportar nuevos datos que permitan alcanzar un mayor

conocimiento de unas especies tan familiares y a la vez tan desconocidas.
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Introduccion

Existe un creciente interés en las plantas pertenecientes al género Opuntia,
debido a las excepcionales caracteristicas que poseen. Una de dichas caracteristicas es
su buen grado de adaptacion a unas condiciones medioambientales extremas cada vez
mas frecuentes. Otra es su enorme productividad (Nobel et al., 1992), con sus

repercusiones socioecondémicas para zonas aridas y semiaridas.

Al mismo tiempo, su consumo, bien sea de sus frutos, tallos o de alimentos
elaborados, proporciona numerosos beneficios. Esto se debe a sus excelentes
cualidades nutritivas y medicinales. Se ha probado que esta planta contiene elevados
niveles de antioxidantes, por lo que consumida de un modo controlado tiene efectos
de gran interés para la salud humana. También se han descrito propiedades
medicinales relacionadas con la reduccion del nivel de colesterol en sangre (Patel,
2013), el aumento de insulina y disminucién de glucosa en sangre (Deldicque et al.,
2013; Patel, 2013) y hasta un efecto anti tumoral y anti proliferativo (Bafiuelos et al.,
2012; Patel, 2013; Serra et al., 2013). En el ambito alimentario, se ha comprobado que
la harina de cladodio mejora las cualidades del pan (Morales et al., 2009), que el
extracto de chumbera es ideal para afadir a bebidas energéticas (Deldicque et al.,
2013), que el zumo de higo chumbo tiene una gran actividad antioxidante vy
anticlastogénica (Madrigal-Santillan et al., 2013), y que es una fuente de calcio, por lo
gue puede suplir los lacteos en dietas humanas de zonas pobres o de individuos
intolerantes a la lactosa (Contreras-Padilla et al., 2011). Y finalmente es utilizado

asiduamente como forraje para la alimentacion del ganado (Felker et al., 2006).

Adicionalmente, esta planta puede emplearse para infinidad de usos que no son
alimentarios (Inglese et al., 1995; Felker y Inglese, 2003), tales como la proteccién
ambiental (Felker y Inglese, 2003), la produccion de materiales (Felker y Inglese, 2003;
Adela Lira-Vargas et al., 2014) y de energia (Owen vy Griffiths, 2014; Ramos-Suarez et
al., 2014), como tratamiento de aguas para eliminar arsénico (Fox et al., 2012), cromo
(Fernandez-Lopez et al., 2014), desechos de la industria textil (Pelaez-Cid et al., 2013;
Bouatay y Mhenni, 2014) o disminuir la turbidez del agua en depuradoras (Felker y
Inglese, 2003; Villabona Ortiz et al., 2013).

Es por ello que ha adquirido una enorme importancia la obtencién de suficiente
informacién para entender y conocer a fondo este género, y mas concretamente, su

especie mas extendida en la Peninsula Ibérica: O. ficus-indica (L.) Mill. 1768.

Ademads, como se ha comentado en el primer capitulo del presente trabajo de
investigacion, la taxonomia del género Opuntia es un tanto confusa. No se han seguido

los mismos criterios, resultando con ello que lo que en principio debiera ser una Unica
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especie se haya dividido en varias, y a la inversa, se hayan agrupado individuos de
caracteristicas muy distintas en una misma especie. Esta confusion probablemente se

deba a la enorme plasticidad morfoldgica del género (Majure y Ervin, 2007).

Dicha confusidon se traslada a la Peninsula Ibérica con O. ficus-indica. Para
algunos autores (Kiesling, 1998; Ben Salem-Fnayou et al., 2014), pese a la existencia de
algunas diferencias morfoldgicas tales como el tamafio y cantidad de espinas, o la
microestructura de la superficie de los tallos, esta especie estaria constituida por dos
formas: O. ficus-indica forma ficus-indica (inerme) y O. ficus-indica forma amyclaea
(espinosa). Estas mismas diferencias llevan a otros autores a considerar la forma
inerme como una especie (O. ficus-indica) y la forma espinosa como otra, denominada
O. amyclaea (Bravo-Hollis, 1978; Scheinvar, 1995; Erre et al., 2009) u O. maxima
(Bravo-Hollis, 1978). Otra muestra de la confusién existente es que estas dos formas
de O. ficus-indica se reconocen en “Flora Ibérica” (Berthet, 1990) con el nombre de
Opuntia maxima Mill.,, nombre que entre la mayoria de los expertos internacionales se

reconoce Unicamente como sindnimo y no como holotipo.

Ecologia y anatomia

En el capitulo introductorio del presente estudio se han comentado algunas de
las caracteristicas conocidas del género Opuntia. En este capitulo se va a tratar mas
especificamente de analizar comparativamente aspectos poco explorados de la
anatomia y el desarrollo del tallo y la raiz de O. ficus-indica en sus formas inerme y

espinosa.

O. ficus-indica es una de las especies de chumberas mas exitosas, y se encuentra
dispersa por buena parte del globo terrdqueo y como ya hemos visto, por buena parte
de nuestro territorio nacional. Esta planta soporta condiciones ambientales muy
exigentes. Tolera suelos pobres, estd adaptada a precipitaciones escasas (400-600
mm/afio) (Sdenz et al., 2006), y puede adaptarse a un rango muy amplio de

temperaturas, cuyo limite se sitta entre los -10 y los 70°C (Nobel, 2002).

Los individuos son arborescentes y miden entre 2 y 4 metros (Figura 15A y B). Sus
tallos, cladodios o pencas, son ovalados y tienen un crecimiento determinado vy
simpddico. Dentro de un mismo individuo, la longitud final de los cladodios es muy

variable, pudiendo superar ampliamente el medio metro los tallos mas largos.

Los cladodios son de color verde, pero de su tonalidad es relativamente variable,
ya que se ve afectada por las caracteristicas ambientales, tales como la irradiancia o la

disponibilidad de agua y nutrientes (Pena-Valdivia et al., 2008).
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Varias caracteristicas morfoldgicas, tales como la longitud del cladodio, su

anchura, la densidad de areolas o el espesor de la capa cérea cuticular superficial (Ben

Salem-Fnayou et al., 2014), varian en funcion de si el individuo es inerme o espinoso
(Pefia-Valdivia et al., 2008).

v 5 B
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Figura 15. Plantas de O. ficus-indica en sus formas inerme (A) y espinosa (B).

De media, en O. ficus-indica hay 121 areolas por cladodio (Nassar y Lev-Yadun,
2009), cada una de ellas albergando, ademas de espinas y gloquidios, un manto de

tricomas, semejante al del resto de especies de Opuntia (Majure y Ervin, 2007).

Las hojas se pueden observar en las areolas de las formas juveniles de cladodios
y brotes florales. Inicialmente presentan un aspecto suculento y terso, y como en el
resto de las Opuntias, con el tiempo se desecan y desaparecen dejando al descubierto

la areola.

Las espinas varian en funcion de la forma de O. ficus-indica. En la forma inerme,
los cladodios no tienen espinas en todas las areolas, ya que las pueden perder con el
tiempo. Las espinas que se conservan (como mucho una por areola), son espinas de
pequefio tamano. Sin embargo en la forma espinosa las espinas no acostumbran
desprenderse, se dan en mayor cantidad (de 4 a 6 por areola), y son de mayor tamanio.
En un estudio realizado en la forma espinosa, se calculé una media de 320 espinas por

penca (Nassar y Lev-Yadun, 2009).

La mayor parte de los brotes florales (un 74%) crecen en cladodios terminales de
un afio de edad. Las pencas de dos o mas afnos también producen brotes florales,
aunque de una manera menos fructifera (Nerd et al., 1993; Inglese et al., 1994). Entre
un 80 y un 90% de los tallos de un afio de edad producen brotes florales (Inglese et al.,
1994).
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Estudios realizados en Cerdefia (Reyes-Agliero et al., 2006), emplazamiento con
unas caracteristicas climaticas mediterrdneas cercanas a las del sur y este de la
Peninsula Ibérica, constatan que la plantas de O. ficus-indica producen los brotes
florales de abril a mayo, florecen de mayo a junio, y maduran sus frutos de julio a
agosto. Aunque hay que tomar con precaucion estos datos, ya que las condiciones
ambientales de cada afio pueden variar, y adelantar o retrasar las fechas de cada
proceso. En el sur de Espafia y en Canarias, fructifican hasta finales de septiembre y

diciembre, respectivamente (Blasco, obs. pers.).

El tejido mds externo del brote floral se denomina pericarpelo (Rebman y
Pinkava, 2001) y es semejante al cladodio (Pimienta y Engleman, 1985). De este modo,
mientras mantienen su superficie de color verde antes de que el fruto madure, los
brotes florales tienen una actividad estomatica y fotosintética, contribuyendo hasta en

un 10% al crecimiento del fruto (Inglese et al., 1994).

Las flores de O. ficus-indica, tanto en su forma inerme como espinosa, son
amarillas. Se abren después de mediodia, se cierran al ocaso, y vuelven a abrirse al dia
siguiente (Reyes-Agliero et al., 2006). Después de ser polinizadas, la base floral crece
en grosor y adquiere un color amarillo anaranjado (y posteriormente rojizo) segln
madura. Sin embargo, el crecimiento no es siempre igual, tiene un desarrollo
dependiente de las condiciones ambientales. En el altiplano del desierto de Atacama, a
una altura de 3.260 metros sobre el nivel del mar, se han realizado mediciones de
frutos, obteniéndose medias de 7 + 0,8 cm de altura, 4,9 + 0,3 cm de grosor y un peso
medio de 97 + 16 gr (Cerezal y Duarte, 2005).

La produccién, tanto en términos de numero, como de peso de los frutos
generados por cladodio, estd ligada al peso del propio cladodio (Valdez-Cepeda et al.,
2013). Se han llegado a observar cladodios sosteniendo hasta 20 frutos (Nerd y

Mizrahi, 1995), aunque muy probablemente esa cantidad pueda ser superada.

Estudios (in-situ y en invernadero) a partir de cladodios separados de la planta
madre, revelan que las raices comprenden entre un 12 y 13% del total de la biomasa
de la planta de O. ficus-indica durante el primer afio (Snyman, 2004, 2005; Snyman,
2007), y un 7% durante el segundo (Snyman, 2006a), concentrandose en los primeros
150 mm de suelo. La elongacién de las raices se produce a unas temperaturas del suelo
entre los 12°C y los 43°C, siendo 27-30°C lo 6ptimo para el dia (Drennan y Nobel, 1998)
y 15°C para la noche (Nobel, 2001). Tras una temporada de crecimiento, la raiz se
puede extender hasta 1,8 metros de distancia del tallo (Snyman, 2005), y después de 2
temporadas hasta 2,5 metros (Snyman, 2006a). La bibliografia existente sobre la tasa
de crecimiento de las raices es muy dispar. Drennan y Nobel (1998) calcularon un ratio

de crecimiento diario de 5,4 a 10,4 mm, en funcién de las temperaturas nocturnas y
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diurnas. Las mediciones de Vazquez-Vazquez et al. (2007) oscilaron entre los 14 y 19
mm diarios, dependiendo de la variedad medida. Por otra parte, Snyman (2006b)
obtuvo unas mediciones de crecimiento de raices de hasta 42 mm diarios. En cuanto al
grosor, pueden llegar hasta los 9,1 mm (Snyman, 2006a), o los 26 mm en condiciones
controladas en el laboratorio (Vazquez-Vazquez et al.,, 2007). Curiosamente, el
crecimiento de las raices aumenta en un 25% si se dobla la concentracidon ambiental de
CO, (Drennan y Nobel, 1998). Asi, se estima que O. ficus-indica podria experimentar
una mejora en el crecimiento de sus raices debido a la tendencia actual de aumento de

la concentracidn de éste gas de efecto invernadero en la atmaésfera.

En condiciones de estrés hidrico, la masa radicular disminuye pero la longitud de
las raices aumenta (Snyman, 2007). Ademads, se ha comprobado que el crecimiento de
la raiz disminuye hasta la mitad de su valor normal cuando se produce una situacién de
sequia gradual, mientras que si la sequia sobreviene bruscamente el apice de la raiz
muere (Dubrovsky et al., 1998). De esta manera, se dice que el crecimiento de la raiz
es determinado e inducido ambientalmente, contrariamente a otras cactaceas, que
inactivan el meristemo por control interno (Dubrovsky, 1997a, b). Mediante esta
estrategia la chumbera consigue detener el crecimiento de sus raices mas superficiales
durante las sequias, mientras que las raices mas profundas tan sélo ven reducida su
velocidad de crecimiento, debido a que el medio que las rodea tarda un mayor tiempo
en perder la humedad. Cuando regresan las lluvias, comienzan a surgir las raices
laterales de las raices mas superficiales, mientras que se requieren lluvias muy
abundantes para que las raices mas profundas comiencen a producir raices laterales
(Dubrovsky et al., 1998).

Los primordios de raices laterales se inician y desarrollan durante periodos de
sequia, pero no emergen hasta que llegan las lluvias (North et al., 1993; Dubrovsky et
al., 1998). Una adaptacion a las condiciones de sequia en las que con frecuencia tiene
gue vivir esta especie, son unas raices blanquecinas llamadas “rain roots” (raices de
lluvia), que aparecen a las pocas horas de comenzar las precipitaciones, y desaparecen

tan pronto el suelo se seca (Rebman y Pinkava, 2001; Snyman, 2006b).

La bibliografia que trata sobre la anatomia y el desarrollo de O. ficus-indica es
relativamente escasa si se tiene en cuenta la importancia econdmica de esta especie.
Ademads, por lo que se refiere a estos temas, no hay ningun estudio comparativo entre
las formas espinosa e inerme de O. ficus-indica. Por ello, consideramos que nuestras
observaciones en el presente trabajo podrian ayudar a una mejor comprensiéon de las
cualidades y la adaptabilidad de esta planta a las condiciones climdticas del sur de la

Peninsula Ibérica.
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~ Capitulo 2: La chumbera comun (Opuntia ficus-indica) ~
Materiales y Métodos

Muestras vegetales

Para los estudios morfoldgicos e histoldgicos que se han realizado, ha resultado
imprescindible la recogida de gran cantidad de materia vegetal. Este material se ha
obtenido principalmente de dos pies de Opuntia ficus-indica, uno de cada forma:
espinosa (f. amyclaea) e inerme (f. ficus-indica).

El individuo estudiado de la forma inerme se encuentra en una pequefia ladera
formada por el paso de un riachuelo en las proximidades de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, en el campus de Ciencias de la Universidad de Extremadura, Badajoz. La
chumbera comun en su forma espinosa estudiada se encuentra en la periferia de la
ciudad de Badajoz, en los alrededores de la carretera que une ésta con la localidad

portuguesa de Campo Maior.

Cladodios

Para la obtencién de este material se han cortado de la planta madre algunos
cladodios jovenes (también conocidos como nopalitos), adultos (de entre uno y dos
afios de edad) y envejecidos (mayores de 4 afios). A continuacién fueron fragmentados
en piezas de menor tamano, de tal modo que se facilitara su manejo v,

posteriormente, la penetracion del liquido fijador y del medio de inclusidn.

Areolas

Las yemas axilares se han obtenido mediante cortes practicados en cladodios
adultos, extrayendo las areolas junto con zonas adyacentes, dejando suficiente margen
para que éstas no resultaran dafiadas. Por esta misma razdn, al contrario que con otros

tejidos, la muestra no se ha cortado en secciones mas pequefias.

Hojas

En tallos adultos, la hoja suele desaparecer completamente o mantenerse como
tejido desecado. Por tanto, se han recogido las hojas de tallos jéovenes, donde aun
estan turgentes. Se han extraido realizando un pequefio corte en la unidn de la base de
la hoja con la areola. Las muestras destinadas a microscopia de luz se han cortado en

pequefiias secciones para facilitar su procesamiento.
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Espinas

Se han recogido espinas y gloquidios (tanto de cladodios como de frutos),
integramente, conservando la base. De tal modo, se ha podido apreciar la estructura

completa de estos elementos.

Brotes florales/Flores/Frutos

Se ha recolectado diverso material floral en las distintas etapas por las que estas
estructuras pasan a lo largo del tiempo, desde que aparece el brote floral, hasta que el
fruto completa su maduracion. De tal modo, las estructuras recogidas han sido brotes
florales suficientemente formados, flores (una vez el brote lleva a cabo la antesis), y

frutos maduros (tras la polinizacién y fecundacién).

Semillas

Para la obtencidn de las semillas se ha requerido emplear un procedimiento que

las limpie y seque. Hemos seguido el siguiente protocolo, de elaboracién propia.

En primer lugar, se cortan los frutos por la mitad y se les extrae la pulpa, que se
deja secar al sol. Este primer paso provoca que la pulpa, al secarse, esté mas
quebradiza, facilitando la separaciéon de pulpa y semillas. Sin embargo, esto no es
suficiente para eliminar totalmente los restos de pulpa de la semilla. Para ello, se
introduce la pasta reseca restante (semillas y una pequeiia cantidad de pulpa que no
se ha podido separar) nuevamente en un recipiente con suficiente agua para
sumergirla (pero no totalmente lleno), y se agita vigorosamente durante
aproximadamente dos minutos. De este modo, las fuerzas generadas dentro del
recipiente terminan por separar la pulpa restante y las semillas. El proceso se debe
repetir tantas veces como sea necesario (utilizando agua limpia en cada repeticion),
hasta que las semillas queden totalmente limpias. Posteriormente, se dejan secar las
semillas al sol de nuevo. Finalmente, las semillas se almacenan en recipientes limpios y

secos, a fin de evitar su deterioro o germinacion.

Raices

No se ha considerado oportuno obtener las raices desenterrdandolas de las
plantas estudiadas, por dos razones. En primer lugar, porque seria perjudicial para la
planta de la que estamos obteniendo muestras, comprometiendo su seguridad y por
tanto, nuestra fuente de datos. La segunda razdn para no desenterrar las raices, es que
en el proceso se corre el riesgo de dafar dichas raices y por tanto estropear el material

de estudio.
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Por otra parte, el crecimiento de las raices en un medio acuoso facilita la
observacion y permite un control adecuado de las condiciones ambientales en las que
se va a desarrollar el sistema radicular. En el caso concreto de las raices adventicias de
Opuntia, dado que se originan alrededor de las areolas de cladodios, son éstos los que
proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento y la ramificacion de las
raices. Por ello, las condiciones de desarrollo son asimilables a las naturales y se evitan
engorrosos y artificiales procedimientos de cultivo in vitro de las raices. Por tanto, se
estimod que el método mas idoneo es hacer crecer raices adventicias en medio acuoso,

en el laboratorio.

Para ello se han recogido cladodios caidos naturalmente (de las formas inerme y
espinosa de O. ficus-indica), en buen estado y con la zona de abscisidén ya cicatrizada.
Paralelamente, se han preparado recipientes con agua y un sistema de calefaccién y
aireacion que mantenga el agua a una temperatura de 24°C y correctamente
oxigenada, evitando que se produzca un deterioro de la calidad de ésta. Los
recipientes son de un tamafio adecuado que permita el crecimiento de las raices sin

encontrarse obstaculos en su expansién.

Bomba
de aire

Figura 16. Esquema de la instalacion para el crecimiento de raices adventicias.

Una vez realizados los pasos previos, se ha procedido a colocar las pencas sujetas
sobre los recipientes, al nivel del agua pero no sumergidas en ella, de manera que las
raices adventicias que salgan de las areolas crezcan y se expandan a través del agua
(Figura 16).

Se ha seguido el crecimiento de las raices tomando medidas diarias de longitud,
durante sus 12 primeros dias. Tras ese periodo, se han cortado, fotografiado y fijado
los fragmentos pertenecientes a los Ultimos 10 dias de crecimiento de la raiz. La parte
de la raiz correspondiente a los dos primeros dias se han mantenido en los cladodios
hasta cumplir los 60 dias de crecimiento, permitiéndoles mantener (y a nosotros

estudiar) su crecimiento secundario durante todo ese tiempo. Una vez pasados los 60
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dias, se han cortado y fijado las raices en pequefios fragmentos correspondientes al dia
0,1y2.

Paralelamente, otro grupo de raices se han mantenido sin cortar durante 30 y 60
dias, con el fin de observar su comportamiento y el de sus raices laterales. Una vez

pasado tal periodo de tiempo, se han cortado y fijado (Figura 17A y B).

\
; !
[A] \ ( 8]

Figura 17. [A] Raices adventicis de 30 dias de edad. [B] Fragmento de raiz recortado.

Técnicas empleadas

La observacién de las muestras y captura de imagenes para su analisis se ha
realizado a través de 3 medios alternativos en funcién de las necesidades:
A) Estereomicroscopia

B) Microscopia de luz
C) Microscopia electrdnica de barrido (SEM).

A) Estereomicroscopia

Mediante estereomicroscopia se han podido hacer observaciones generales de la
morfologia y estructura superficial de las hojas rudimentarias, las areolas y los
elementos que producen (espinas, gloquidios y tricomas). Con este método no se
necesita de ningun tipo de preparacion previa de la muestra, mas que seleccionar

correctamente la zona a estudiar.

Para la observacion y toma de instantdneas, se ha empleado un microscopio

estereoscopico, Nikon modelo “C-BD230”, conectado a una unidad de control de
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camara Nikon “DS-U2”. El programa informatico mediante el cual se han capturado las

imagenes ha sido “NIS-elements”, también de Nikon.
B) Microscopia de luz

Se ha utilizado este método con el fin de observar la histologia de los distintos
organos. En algunos casos, las muestras vegetales recogidas han requerido una serie
de tratamientos previos, que incluyen los siguientes pasos: fijacion, corte, tincion y
montaje. En otros casos sin embargo, las muestras no han sido incluidas, y se han
necesitado otros tratamientos distintos. En funcion del tipo de muestra y del tejido
que se ha tratado de observar, se ha optado por unas técnicas u otras. Asi, la
microscopia de luz se ha empleado con:

Muestras en parafina

Muestras en resina
Muestras lacadas

P wNhe

Muestras con fluorescencia

B1- Muestras en parafina

La inclusion en parafina resulta idénea para observar la organizacién histolégica
general de muestras de gran tamafio, tales como cladodios o raices gruesas. Para
incluir dichas muestras se han fragmentado en porciones con una longitud maxima de
dos centimetros. La ventaja de incluir en parafina en estos casos es que la penetracién
del medio de inclusién en las zonas internas es superior frente a lo que sucede si
utilizamos otras alternativas como medio de inclusién tales como la resina Spurr.
Gracias a esta cualidad se pueden cortar con fiabilidad fragmentos relativamente
grandes de tallo, raiz o areolas. Los pasos necesarios para observar mediante

microscopia de luz muestras incluidas en parafina son los siguientes.

=  Fijacion: CRAF de Randolph

La fijacion es indispensable para interrumpir los procesos vitales del material
biolégico de forma inmediata, conservando e inmovilizando la estructura de las células
y tejidos. Se ha utilizado la técnica de fijacion por inmersion en un liquido fijador. Asi,
las muestras fragmentadas se han sumergido en CRAF de Randolph entre 48 y 72
horas, en funcion del tamafio del fragmento. Posteriormente se han sumergido en

etanol del 70% hasta el momento de su inclusion.

Adicionalmente, el fijador CRAF tiene la virtud de servir como mordiente para
obtener con posterioridad unos resultados mas brillantes cuando se efectuda la tincién
con safranina-verde fijo, que es un procedimiento frecuentemente utilizado en

anatomia microscdpica vegetal y que nosotros también hemos utilizado.
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* Inclusion: Parafina

El siguiente paso, una vez fijados los tejidos, es infiltrar la muestra en un material
gue dé consistencia al tejido, permitiendo cortarlo en laminas tan finas que se puedan
observar al microscopio. El protocolo de inclusidon que se ha llevado a cabo (Tabla 2),

es el siguiente:

I. Deshidratacion: Se sumergen las muestras en etanol de 90° durante un minimo
de 12 horas. Posteriormente, se mantienen durante hora y media en etanol

puro, renovandolo cada media hora.

Il.  Medio intermediario®, xilol: Se sumergen las muestras durante 10 minutos en
soluciones con una concentracion creciente de xilol en etanol de 100° (25, 50 y
75%), y después se hacen 2 pasos de 15 minutos en xilol puro. Todo este punto
se ha de realizar con las consecuentes medidas de seguridad, utilizando guantes

y en campana extractora de gases, ya que el xilol es un compuesto muy toxico.

lll.  Penetracion de la parafina: Se sustituye el xilol por soluciones de concentracion
creciente de parafina en xilol (25, 50 y 75% (v/v)), en tres pasos de 45 minutos.
En cada paso se ha de agitar la solucidn ocasionalmente para lograr una
penetraciéon adecuada y gradual del medio de inclusion. Tras esto, se efectuan
dos pasos de al menos 12 horas de duracidn en parafina pura, y otro mas, de dos
horas, con las muestras ya introducidas en sus moldes. Todos los pasos de este
punto se realizan en una estufa a 60°C para mantener la parafina en estado

liquido.

IV. Obtencion del bloque: Dentro de los moldes, se colocan las muestras en la
disposicidn deseada para el corte y se sacan de la estufa para que la parafina se
enfrie y solidifique. El enfriamiento debe ser rapido, por lo que los bloques se

dejan flotar en agua a unos 4°C.

2 . . .

Como la parafina no es soluble en etanol, es necesario pasar las muestras a un medio que sea un buen
disolvente de la parafina liquida. Este proceso y el siguiente (penetracién de la parafina), han de ser
graduales para evitar dafiar la estructura interna de las muestras.
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Paso Tiempo
Etanol 90° 12h
|
Etanol 100° 3x 30
Etanol/Xilol
25% xilol 10’
I 50% xilol 10’
75% xilol 10’
Xilol 2x 15

A partir de este momento, en estufa a 60°C

Xilol/Parafina

25% parafina 45’
n 50% parafina 45’
75% parafina 45’
Parafina 100% 2x 12h
Parafina 100% en moldes 24h

v Solidificacion, fuera de la estufa

Tabla 2. Protocolo de inclusion en parafina.

= (Corte

Una vez incluidas, las muestras se han cortado utilizando un microtomo rotatorio
Microm Heidelberg modelo “HM330”. Los cortes se han realizado con cuchillas
metalicas. El grosor del corte generalmente ha sido de 9 um. Segun la conveniencia
para un mejor esclarecimiento de la estructura del érgano, se han efectuado secciones

transversales y/o longitudinales.

Antes de colocar los cortes sobre el portaobjetos, se ha extendido una capa muy
fina de albumina de Mayer sobre estos, para evitar que se despeguen las secciones.
Después, se ha extendido otra delgada lamina, esta vez de agua destilada, y se han
depositado los portaobjetos sobre una placa calefactora a 50°C. De este modo, segun
se van colocando los cortes sobre la pelicula de agua, se extienden y mantienen
desplegados, lo cual facilita la ulterior observacién microscopica. Finalmente, para
conseguir un secado perfecto y una buena adhesién, los portaobjetos se han

mantenido en una estufa a 40°C durante un minimo de 24 horas.
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Tinciones: Safranina—\Verde Fijo / Azul de Toluidina

Se han utilizado dos técnicas de tincion distintas para dar color a las muestras y

poder distinguir sus diferentes estructuras al visualizarlas al microscopio. La principal

técnica utilizada en las muestras incluidas en parafina ha sido la de “safranina-verde

fijo”. Esta técnica tifie los cromosomas, el nucléolo y las paredes lignificadas de color

rojo, mientras que las paredes celuldsicas y el resto del nucleo se tifien de color verde.

El protocolo seguido para realizar esta tincién (Tabla 3), es el siguiente:

Desparafinado: Se elimina la parafina mediante la inmersion del portaobjetos en
microclear durante dos pasos de 15 minutos, renovando el microclear entre

ambos pasos.

Rehidratacion: Se sumerge en etanol de concentraciones decrecientes (etanol
100°, 70°, 50°), en tres pasos sucesivos de tres minutos. Después se sumerge en

agua corriente durante tres minutos mas.

Primera tincion: Se mantienen los cortes en un pocillo con safranina acuosa al 1%
durante 45 minutos. Posteriormente se hace un lavado rdpido con agua

corriente.

Deshidratacion y segunda tincion: Se tratan los portaobjetos con etanol de 50° y
70°, durante un minuto en cada. Después, se mantienen sumergidos durante 5
minutos en una solucion de colorante verde fijo al 0,2% en etanol de 96°. A
continuacion, se concluye la deshidratacion mediante dos pasos de 15 segundos

en etanol de 100°.

Aclarado y montaje: Se aclaran los cortes en microclear mediante dos pasos de 3
minutos. Para finalizar, se fijan los cubreobjetos sobre el portaobjetos con unas
gotas de liquido de montaje Eukitt, tratando de evitar la formacion de burbujas

gue impidan una correcta visualizacidn de la preparacién.
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Paso Tiempo
| Microclear 2x 15’
Rehidratacion
Etanol 100° 03’
i Etanol 70° 03’
Etanol 50° 03’
Agua 03’
Safranina acuosa 1% 45’
I
Lavado con agua
Deshidratacion
Etanol 50° 01’
v Etanol 70° 01’
Verde fijo 0,2% en et 96° 03’
Etanol 100° 2x 30”
Microclear 2x 03’
\Y)
Montaje

Tabla 3. Protocolo de tincion con la técnica Safranina - Verde fijo

Sin embargo, no ha sido la Unica técnica que hemos utilizado para tefiir los cortes

de las muestras incluidas en parafina. Alternativamente hemos utilizado la técnica de
“Azul de Toluidina” (Tabla 4):

Desparafinado: Se elimina la parafina por medio de la inmersiéon de los
portaobjetos en microclear en dos pasos de 15 minutos, renovando el microclear

entre ambos pasos.

Rehidratacion: Se realizan tres pasos de 3 minutos cada uno, en los que se
sumergen los portaobjetos en etanol de concentracion decreciente (100°, 70°,

50°), hasta llevarlo a agua corriente.

Tincion: Se sumerge en azul de toluidina durante 5 minutos. Acto seguido se hace

un lavado rapido en agua corriente.

Deshidratacion: Se sumergen los portaobjetos en etanol de concentracién

creciente, en dos pasos de un minuto (50°, 70°), y dos de 30 segundos (100°).

Lavado y montaje: Se llevan a cabo dos pasos de 3 minutos de inmersién en
microclear. Finalmente, con mucha cautela para evitar dafiar las muestras, se
secan los portaobjetos con papel de filtro, se eliminan los restos del colorante, y

se montan las preparaciones con Eukitt.
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Paso Tiempo

| Microclear 2x 15

Rehidratacion

Etanol 100° 03’

I Etanol 70° 03’
Etanol 50° 03’

Agua 03’

1} Azul de toluidina 1% 05’

Deshidratacion

v Etanol 50° 01’
Etanol 70° o1’
Etanol 100° 2x 30”
Microclear 2x 03’
Vv
Montaje

Tabla 4. Protocolo de tincion con la técnica Azul de Toluidina, para muestras incluidas en parafina.

= Observacion

Con las muestras totalmente preparadas, finalmente se ha visualizado y
analizado la histologia de éstas mediante microscopia de luz. Para los andlisis
histolégicos se ha utilizado un microscopio dptico Nikon “eclipse 80i”. A éste se le ha
conectado una camara digital Nikon modelo “dxm 1200f” para realizar las capturas. El
programa informatico mediante el cual se han capturado las imagenes ha sido “ACT-

1”7, también de Nikon.

B2- Muestras en resina

Debido a una mayor dificultad en la penetracién del medio en muestras muy
voluminosas, la inclusién en resina se ha reservado para porciones de tejido pequefias,
de un tamano maximo de 3x3 mm. A pesar de este inconveniente, la resina tiene una
ventaja importante: los cortes son de mayor calidad debido a su menor grosor. Hojitas,
raices y fragmentos muy pequefios de tallo han sido incluidas con esta técnica. Los
pasos necesarios para observar mediante microscopia de luz muestras incluidas en

resina son los siguientes.

»  Fijacion: Formaldehido / Glutaraldehido

Como se ha comentado previamente, en un primer momento es necesario
realizar una fijacidon que proteja y conserve la muestra. En este caso se emplea como
liquido fijador una solucién acuosa de formaldehido (4%) y glutaraldehido (1%), en la

gue la muestra se sumerge durante 48 horas. Posteriormente se realiza una
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deshidratacion hasta etanol de 70°, medio en el que se pueden conservar las muestras

durante un largo periodo de tiempo, hasta que se proceda a la inclusién.

Inclusion: Resina

Las muestras se han incluido en resina de baja viscosidad (Spurr), siguiendo el

siguiente protocolo (Tabla 5):

Penetracion de la acetona: Se pasa la muestra por concentraciones crecientes
(25, 50 y 75%) de acetona 70% disuelta en etanol de 70°, en pasos de 20
minutos. Posteriormente se mantiene durante 30 minutos en acetona 70%, 30
minutos en acetona 90% y una hora en acetona 100% (en dos pasos de 30

minutos).

Penetracion del Spurr: Se efectian tres pasos de 45 minutos en disoluciones de
concentraciones crecientes de spurr en acetona (25%, 50% y 75%), hasta llevarlo
a Spurr 100%, donde se mantiene durante 21 horas a 4°C. Posteriormente se
introducen las muestras con el spurr en los moldes, se orientan (en funcién del
corte que se vaya a realizar), y se dejan durante 24 horas a 70°C. Este paso

provoca que la resina polimerice.

Recogida: Se recoge la resina ya sélida y se almacena hasta que el bloque sea

cortado.

Paso Tiempo

Etanol 70° / Acetona 70%

25% de acetona 70% 20’

50% de acetona 70% 20’

I 75% de acetona 70% 20’
Acetona 70% 30’
Acetona 90% 30
Acetona pura 2x 30

Acetona / Spurr

25% de spurr 45’

50% de spurr 45’

I 75% de spurr 45’
Spurr a 4°C 21h
Spurr en moldes, a 70°C 24h

1} Spurr polimerizado. Recogida de bloques

Tabla 5. Protocolo de inclusion en resina Spurr.
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= Corte

Las muestras embebidas en resina endurecida se han cortado mediante un
microtomo rotatorio. El utilizado en nuestro caso es un Reichert-Jung modelo
“1140/autocut”. Los cortes se efectuaron con cuchillas de cristal, a un grosor de 4 umy

con orientacidn variable, tanto transversal como longitudinal.

Segln se han ido realizando cortes, se han colocado sobre gotas de agua

destilada en un cubreobjetos, a su vez situado sobre una placa calefactora a 80°C.

= Tincion: Azul de Toluidina

Para una correcta visualizacion al microscopio, los cortes de las muestras
incluidas en resina se han tratado exclusivamente con azul de toluidina, que tifie la
mayor parte de los componentes celulares de color azul. En este caso, el protocolo
(Tabla 6), difiere del empleado con las muestras incluidas en parafina, resultando mas

sencillo.

I.  Tincidn: Se mantienen los cubreobjetos en la placa calefactora a 80°C, con una
solucion al 1% de azul de toluidina, durante un minuto. Posteriormente se lavan

con agua destilada.

Il. Secado: Se mantienen los cubreobjetos en una estufa a 40°C durante 24 horas

para continuar con su secado.

Ill.  Montaje: Se fija el cubreobjetos en el portaobjetos con cinta adhesiva, sin utilizar

medio de montaje.

Paso Tiempo
En placa calefactora, a 80°C
I Sol. de 1% de Azul de Toluidina + lavado 01’
I Secado 24h
1} Montaje

Tabla 6. Protocolo de tincion con la técnica Azul de Toluidina, para muestras incluidas en resina.

= Observacion

Se ha empleado la microscopia de luz para analizar la histologia de las muestras,
a partir de los cortes realizados con el microtomo. La metodologia y métodos de este
paso son las mismas que para la observacion al microscopio de las muestras incluidas

en parafina.
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B3- Muestras lacadas

Con la intencidén de visualizar la superficie del tallo y la hoja, se ha empleado la
técnica de lacado superficial, que no requiere de una inclusidn previa del material
vegetal. La hemos empleado como técnica complementaria a la microscopia
electrénica, que si bien no tiene la misma resolucidn, da lugar a imagenes de suficiente
calidad para permitirnos hacer recuentos de estomas y observar la disposicion de las
células epidérmicas y de las propias células del estoma.

b B TRL

per}icie de un tallo de mediante lacado. La
barra de escala equivale a 300 um.

La técnica consiste en impregnar la superficie que se desea estudiar con una
sustancia que se adhiera a la superficie sin dejar resquicios, y que se pueda retirar con
facilidad, manteniendo la misma forma. Es decir, mediante esta técnica hemos
realizado moldes perfectos de la superficie de la muestra (Figura 18). Nosotros hemos
empleado un producto de esmaltado de ufias. Se ha impregnado la superficie con
dicho material y se ha esperado algunos minutos para que se seque. Una vez seca, la
capa superficial se ha retirado empleando cinta adhesiva transparente, que a su vez
hemos fijado a un portaobjetos. De tal modo, un molde exacto a la superficie de la

muestra se encuentra disponible para ser observado al microscopio de luz.

La microscopia se ha realizado de igual manera que con las demds muestras:
visualizacién con un microscopio éptico Nikon “eclipse 80i”, y captura con una cdmara

“dxm 1200f” y el programa informatico “ACT-1".

B4- Muestras fluorescentes

En el estudio de los distintos tejidos, en ocasiones nos ha sido de interés emplear
técnicas de deteccién especifica de determinados compuestos. En nuestro caso, para
la deteccién de la lignina y suberina en distintas partes de la planta, hemos utilizado
dos tinciones distintas que las destacan. Las muestras se han cortado a mano
(secciones de aproximadamente 2 mm, cortadas con cuchilla), por lo que no ha sido

necesario realizar inclusiones previas. Los cortes se han efectuado en material vegetal
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fresco, en caso de que se trabajara con muestras previamente fijadas, seria necesario
rehidratarlas con pasos en concentraciones decrecientes de etanol (70, 50, 30%, y

agua destilada).

» Tinciones: Berberina-Azul de anilina / Phloroglucinol
La primera de las tinciones escogidas para destacar la lignina y la suberina en las
muestras, ha sido la técnica de fluorescencia con berberina y azul de anilina (Brundrett

et al., 1988). El protocolo empleado (Tabla 7), ha sido el siguiente:

I.  Tincién I: Las secciones se sumergen durante una hora en hemisulfato de
berberina 0,1% (p/v) en agua destilada. Posteriormente se aclaran con tantos

pasos con agua destilada como sean necesarios.

Il.  Tincién IlI: Se sumergen las muestras en azul de anilina 0,5% (p/v) en agua

destilada durante 30 minutos, y se vuelve a aclarar.

lIl.  Tincion lll: Se vuelven a sumergir, esta vez en una mezcla de FeCI3 0,1% (p/v) en

glicerina 50% (v/v), durante varios minutos.

IV. Montaje: Se sacan las muestras de la soluciéon y se montan, con la solucidn

previa, en un portaobjetos con concavidades.

Paso Tiempo
| Hemisulfato de berberina 0,1% + lavado 1h
1l Azul de anilina 0,5% + lavado 30’
1] FeCl3 0,1% en glicerina 50% 10’
v Montaje

Tabla 7. Protocolo de tincion con la técnica de Berberina — Azul de Anilina.

Paralelamente, se ha empleado otra técnica alternativa, la tincion de lignina con
phloroglucinol. Para ejecutar esta tincion, tan sélo se debe colocar la muestra en un
portaobjetos excavado, sumergida en el phloroglucinol (en HCl al 20%, véase el
apartado “Reactivos empleados”). La observacion al microscopio se debe realizar de
inmediato, ya que los efectos de la tincion desaparecen en media hora,

aproximadamente.

= Observacion
En el caso de las muestras tefiidas mediante berberina y azul de anilina, la
observacion al microscopio se ha realizado con un filtro UV. Las muestras tratadas con

phloroglucinol han seguido la misma metodologia y métodos que las muestras
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incluidas en parafina (pagina 50), con la Unica diferencia de que hay que tener en
cuenta el tiempo de duracién del efecto de la tincidn, haciéndose necesario un mayor

apremio.
C) Microscopia electronica de barrido (SEM)

La observacién de la microestructura superficial de las hojas y tallos, y los
elementos de la areola (espinas, gloquidios y tricomas), se ha realizado mediante
microscopia electrdnica de barrido o SEM (Scanning Electron Microscope). Esta técnica
ha servido para completar las observaciones realizadas con estereomicroscopia, ya que
tiene una capacidad de aumento de imagen muy superior. En funcién de la muestra y
necesidades, se ha utilizado SEM de alto vacio o SEM en condiciones ambientales/bajo

vacio.

C1- Areolas y Espinas (SEM de alto vacio)

Los elementos de la areola (espinas y tricomas) tienen un escaso contenido de
agua. Por esta razén se ha podido trabajar en condiciones de alto vacio, que requiere
que las muestras estén secas. Por esta misma razén, las muestras no han necesitado
ser fijadas, ya que estos elementos tienen escasa actividad bioldgica y son dificilmente
degradables. Sin embargo, si han necesitado un tratamiento previo descrito a

continuacion.

=  Sombreado con metales
Para la técnica de alto vacio, se requiere efectuar un pulverizado con polvos de
metal pesado (oro, plomo, platino, plata, etc.) por la superficie de la muestra. Nuestras

muestras han sido tratadas con polvo de oro.

= QObservacion

Se ha utilizado un cafién de electrones de emisidn de campo. Concretamente se
trata de un microscopio electrénico Hitachi modelo “S-4800”. Este instrumental
pertenece al servicio de “Andlisis y Caracterizacion de Sélidos y Superficies” de la

Universidad de Extremadura.

C2- Hojas (SEM en condiciones ambientales / bajo vacio)

La hoja es un drgano turgente, con agua en su interior. Si fuera desecada por
medios convencionales para observarla en condiciones de alto vacio, su morfologia
guedaria dafiada. Por tanto es mas apropiado recurrir al SEM en modo de trabajo de
condiciones ambientales, que pierde un poco de resolucion frente al SEM de alto

vacio, pero facilita la visualizacion de muestras himedas. Se ha utilizado un detector

~ 55 ~



~ Cap.2 ~ Materiales y Métodos: Técnicas

GSED (“Gaseous Secondary Electron Detector”, o detector gaseoso de electrones
secundarios). La muestra, al ser humeda requiere ser fijada, pero no tratada con

metales pesados.

» Fijacion: Formaldehido / Glutaraldehido
Para proteger las hojas de ser degradadas, se han fijado sumergiéndolas en

Formaldehido - Glutaraldehido, hasta el momento de su utilizacién con el SEM.

= Observacion

Se ha utilizado otro cafidn de electrones de emisién de campo, un microscopio
electréonico Fei modelo “Quanta 3D FEG” trabajando en modo ambiental con un
detector de electrones secundarios GSED, también perteneciente al servicio de

“Andlisis y Caracterizacion de Sélidos y Superficies” de la Universidad de Extremadura.

C3- Tallo (SEM de alto vacio)

El tallo, al igual que la hoja, tiene una gran cantidad de agua en su interior, por lo
que también es propicio para ser observado mediante SEM en condiciones
ambientales. Sin embargo, necesitamos una resolucion mayor a la que se puede
obtener en condiciones ambientales, ya que nos interesa ver los estomas con gran
detalle. Por tanto se ha tratado previamente mediante la técnica del punto critico para

desecarlo sin dafiar la estructura superficial.

= Fijacidn: Glutaraldehido
Con el fin de conservar las muestras y parar la actividad bioldgica, se han fijado

sumergiéndolas durante 24 horas en glutaraldehido al 3% en tampdn fosfato.

=  Deshidratacion y secado por punto critico

Se han deshidratado las muestras tratandolas con diluciones de etanol en agua
destilada con concentraciones crecientes: 30, 50, 70, 90, y 100% (dos veces en este
ultimo), durante 30 minutos en cada paso. Posteriormente, con el fin de desecar la
muestra sin alterar su superficie, se ha sometido a un secado por punto critico con
CO,, realizado con un secador de punto critico modelo “K850” de la marca Quorum

Technologies.

= Sombreado con metales
La metodologia es la misma que la realizada con areolas y espinas, es decir, un

tratamiento con polvo de oro.
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= Observacion

Se ha utilizado un microscopio electrénico Fei modelo “Quanta 3D FEG”
trabajando en modo de alto vacio, del servicio de “Analisis y Caracterizacién de Solidos
y Superficies” de la Universidad de Extremadura.

Mediciones y analisis

A partir de las imagenes capturadas mediante la estereomicroscopia,
microscopia de luz, y microscopia electrénica, se han realizado numerosas mediciones
y andlisis. Para ello se han empleado diversos programas informaticos. Las
dimensiones, como son longitudes y grosores celulares, diametro de otros elementos
(como cristales de oxalato), etc. se ha medido mediante el software de procesamiento
de imagen y analisis ImageJ) (v1.47). Los recuentos, como en el caso de conteos de
numero de estomas o de areolas por unidad de superficie, se han efectuado mediante
el sistema de captura y andlisis de imagenes NIS-Elements F 2.30. En ambos casos
(medida de dimensiones y recuentos) se han utilizado un nimero de muestras
representativo por cada forma, de modo que los resultados se ajusten a la realidad.
Los resultados se han recogidos en hojas de calculo Microsoft Excel 2010, donde se han
tratado los datos y se han realizado los andlisis estadisticos pertinentes para discernir
si ambas formas arrojan datos significativamente diferentes. Este analisis se ha llevado

a cabo mediante la elaboracién y ejecucidon de pruebas estadisticas de la t de Student.

Reactivos empleados

Las muestras recogidas han precisado varios tratamientos para poder ser
observadas mediante microscopia. En este apartado se indican los compuestos
quimicos que se han utilizado, dividiéndolos segun la funcidn desempefada y

ordenados alfabéticamente.
Fijadores

e CRAF de Randolph: Es un fijador recomendado para el tejido vegetal y para
citologia (Conn et al., 1960). Es de tipo coagulante, apropiado para una posterior
tincidn con safranina-verde fijo. Este fijador se compone de dos soluciones (Tabla
8) que se han de mezclar en proporcion 1:1, en el momento que se vaya a

realizar la fijacién.
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Solucion A Solucion B
CrO; 1gr  Formalina (formaldehido 40%) 30 mL
Acido acético glacial 7 mL | Agua destilada 70 mL
Agua destilada 92 mL

Tabla 8. Fijador: CRAF de Randolph.

e Formaldehido / Glutaraldehido: Es un liquido fijador en el que el formaldehido
inicia una fijacién rapida, por su mayor capacidad de penetracidn, mientras que
el glutaraldehido realiza una fijacion mas poderosa pero mas lenta, que afectara
a la estructura tisular. Se prepara diluyendo en agua destilada, formaldehido y
glutaraldehido, hasta representar respectivamente un 4% y 1% de la solucién.
Dicha solucion, con una concentracion total del 5% de aldehidos, se neutraliza

mediante la adicidon de CaCOs.

e Glutaraldehido al 3%: Es un liquido fijador potente pero lento. Se prepara
diluyendo glutaraldehido 25% en agua destilada y afiadiendo tampén fosfato
(Véase la Tabla 9).

Glutaraldehido 25% 6 mL
Agua destilada 19mlL
Tampodn fosfato 0,05M 25 mL

Tabla 9. Fijador: Glutaraldehido al 3%.

Medios de inclusion

e Parafina: La parafina es una sustancia cerosa formada por mezclas de
hidrocarburos saturados. A temperatura ambiente es sélida, pero a partir de los
40°C (en funcion de su composicion) se vuelve liquida. Al incluir una muestra en
parafina, ésta sustituye el medio acuoso. La parafina permite incluir muestras de
un mayor tamafio que con resina. Ademas permite realizar cortes consecutivos
de manera sencilla. Sin embargo, los cortes son menos nitidos si se comparan
con los realizados en resina. Se ha utilizado parafina plastificada en lentejas de
tipo Poliwax P.F. 56-58°C de Panreac.

e Resina: Se utiliza para incluir. Se ha usado una resina de tipo epoxi denominada
Spurr. Una vez polimerizada, tiene una gran dureza y permite realizar cortes de
menor grosor que con la parafina. Se ha utilizado un kit de inclusién de resina

para microscopia optica y electréonica de la marca Taab, que incorpora los
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reactivos necesarios para fabricar la resina Spurr. Los componentes mezclados y

sus cantidades se pueden encontrar en la tabla 10.

Resina Spurr

Resina Epoxi ERL-4221D (didxido de vinil ciclohexeno) 10gr
Plastificante DER 736 (diglicidil éter de glicol de polipropileno) 6gr

Endurecedor NSA (anhidrido succinico nonenilo) 26 gr
Acelerador DMAE (S1) (dimetilaminoetanol) 0,4 mlL

Tabla 10. Medio de inclusién: Resina Spurr.

Colorantes

Azul de Anilina: Se ha empleado un Azul de Anilina de la marca Fluka Chemika.
Como su nombre indica, tine de azul. Se utiliza en la tincidon de fluorescencia
“Berberina-Azul de anilina”.

Azul de Anilina

Azul de Anilina 0,5gr

Agua destilada 100 mL
Tabla 11. Colorante: Azul de Anilina.

Azul de Toluidina: Se ha utilizado Azul de Toluidina O de la marca Panreac. Tifie

de azul en la técnica con el mismo nombre.

Azul de Toluidina

Azul de Toluidina 1mg
Tetraborato sédico 1gr
Agua destilada 100 mL

Tabla 12. Colorante: Azul de Toluidina.

Berberina: La berberina utilizada para la tincién de fluorescencia “Berberina-Azul
de anilina” ha sido de la marca Sigma Chemical.

Hemisulfato de berberina 0,1gr
Agua destilada 100 mL

Tabla 13. Colorante: Berberina.

Cloruro de hierro en glicerina: En el ultimo paso de la tincién de fluorescencia
“Berberina-Azul de anilina” se ha realizado una mezcla de agua destilada,
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glicerina (se ha utilizado la marca Panreac), y cloruro de hierro (de Sigma

Chemical). La mezcla ha requerido de agitacidn para poder homogeneizarla.

Cloruro de hierro en Glicerina

Cloruro de hierro 0,1gr
Glicerina 50mlL
Agua destilada 50mL

Tabla 14. Colorante: Cloruro de hierro (FeCls) en glicerina.

e Phloroglucinol: Se emplea en la técnica de tincién fluorescente del mimo
nombre. Se ha utilizado phloroglucinol en polvo (de la marca Sigma Chemical),
hasta llegar a la saturacién, en Acido clorhidrico (HCI) al 20% en agua destilada. El
resultante se filtra para eliminar impurezas.

Phloroglucinol

Phloroglucinol Xgr

Acido clorhidrico 20% XmL

Tabla 15. Colorante: Phloroglucinol.

e Safranina: Se ha utilizado Safranina O de la marca Panreac. Es una sustancia que

tifie de color rojo. Se utiliza diluida al 1% para la técnica “safranina — verde fijo”.

Safranina acuosa 1%

Safranina 1gr

Agua destilada 100 mL

Tabla 16. Colorante: Safranina acuosa al 1%.

e Verde fijo: Se ha utilizado Fast Green FCF de Merck. Es el otro agente encargado
de teiiir en la técnica “safranina-verde fijo”. Tifle de verde y se utiliza diluido en

etanol.
Verde fijo |
Verde fijo 0,2 gr
Etanol de 96° 100 mL

Tabla 17. Colorante: Verde fijo.

Otras soluciones y compuestos

e Acetona: Empleado en la inclusién en resina. Se ha utilizado acetona de Panreac.
A partir de ésta se han realizado las diluciones necesarias.
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Albumina de Mayer: Utilizado para adherir las secciones histolédgicas cortadas al
portaobjetos. Se prepara mezclando clara de huevo, glicerina y salicilato sédico

(Tabla 18). Posteriormente se agita y se filtra. Debe conservarse en fresco.

Clara de huevo 50mL
Glicerina 50 mL
Salicilato sddico 1gr

Tabla 18. Preparacion de la Albumina de Mayer.

Etanol: Se ha utilizado en multitud de pasos (fijacidn, inclusidn y tincién). Se ha
utilizado etanol absoluto purisimo de Panreac. A partir de éste, se han hecho las
diluciones necesarias para obtener los etanoles de diferente graduacion
utilizados.

Medio de montaje: Liquido transparente que permite el pegado del cubreobjetos
sobre el portaobjetos y hace permanente la preparacion. Se ha utilizado el medio
Eukitt de Taab.

Microclear: Se utiliza como medio aclarante previo al montaje y también para
disolver la parafina. Se ha utilizado el microclear de la marca J.T. Baker
Chemicals.

Xilol: Empleado en la inclusion en parafina. Se ha utilizado xileno purisimo
(mezcla de isémeros) de Panreac, y sus diluciones en funcion del paso del

tratamiento.
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~ Capitulo 2: La chumbera comun (Opuntia ficus-indica) ~

Resultados y Discusion

En las lineas sucesivas, estableceremos un analisis y comparativa de los rasgos
mas sobresalientes de la morfologia y anatomia microscdépica de las dos formas de O.

ficus-indica presentes en la Peninsula Ibérica.

El tallo

A - & B | .
Figura 19. Cladodios de las dos formas de O. ficus-indica estudiadas. [A] Forma inerme (f. ficus-indica).
[B] Forma espinosa (f. amyclaea).

El tallo de Opuntia ficus-indica esta constituido por piezas aplanadas a modo de
palas denominadas cladodios. Los cladodios pueden llegar a tener unas dimensiones
considerables. La forma inerme puede tener tallos de longitudes superiores a los 60
cm, aunque lo mas frecuente es que se encuentren entre los 35 y los 45 cm. La forma
espinosa tiene una longitud media aproximada de 35 cm. Por otra parte, los cladodios
de la forma inerme tienen areolas con muy pocas espinas y de tamano reducido
(Figura 19A), mientras que las de la forma espinosa tienen espinas numerosas y largas
(Figura 19B). Sin embargo, la organizacion histoldgica de los cladodios de las dos
formas es basicamente similar. Se puede demostrar la presencia de las mismas

estructuras, aunque algunas de sus caracteristicas en ocasiones difieren en mayor o
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menor medida. Sobre todo suelen cambiar el tamafio, la morfologia, el nimero de
células (y su disposicién) en ciertas estructuras, la cantidad de capas, etc. En todo caso,
estas diferencias hay que tomarlas con perspectiva, ya que esta planta se caracteriza
por su gran polimorfismo y plasticidad fenotipica (Wallace y Gibson, 2002). Esto puede
llegar a provocar que en una misma muestra y tejido, se encuentren caracteristicas

muy distintas, incluso en zonas cercanas entre si (Figura 20A y B).

A a
Figura 20. Cortes transversales de una misma muestra de la forma inerme de O. ficus-indica. Tincion con
safranina — verde fijo. [A] Epidermis (ep) biestratificada con células superficiales (cabezas de flecha) mds
estrechas que las localizadas mds internamente (flecha hueca). [B] Zona mixta, con epidermis
monoestratificada en algunos puntos (asterisco) y pluriestratificada en otros (flecha). / Nétese en ambos
la presencia de un colénquima subyacente a la epidermis (cq) que en la primera de sus capas muestra
inclusiones en forma de drusas (ds). Las barras de escala corresponden a 100um.

Las condiciones ambientales también modifican en gran medida las
caracteristicas de los tejidos. Silva (2001) afirma que el simple hecho de que una cara
del tallo esté orientada hacia el norte o el sur, con la diferente radiacidn recibida que
ello conlleva, altera la cantidad de estomas, el grosor de la cuticula, las caracteristicas
epidérmicas y las dimensiones celulares del tejido fotosintético. Esa misma linea
siguen algunos estudios que afirman que el grosor de la pared celular de algunos de los

tejidos varia segun las estaciones del afio (Piovan et al., 2015).

Por lo tanto, para realizar el analisis y la comparativa, aun teniendo en cuenta la
variabilidad y excepciones, nos hemos centrado en las generalidades, los aspectos

fundamentales de la histologia del tallo.

Asi, a modo de resumen se puede decir que el tallo estd compuesto, desde la
capa mas externa a la mas interna, por una epidermis generalmente monoestratificada
recubierta externamente por una delgada cuticula, una hipodermis consistente en una
serie de capas de colénquima de gruesas paredes celulares, una corteza con
parénquima en empalizada que segln se adentra hacia el interior va perdiendo su
ordenacion, para finalmente dar lugar a la médula, compuesta por células
parenquimaticas de mayor tamano y mas redondeadas. Entre estos tejidos se
encuentran otras estructuras: células de mucilago, cristales de oxalato de calcio y un

numero considerable de cordones de tejido vascular.
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Epidermis

Las células de la epidermis estan recubiertas externamente por una capa cérea
denominada cuticula (Figura 21). Su funcidn es la de reducir la desecacién de la planta
por exposicion a la atmodsfera terrestre, ademdas de ser una barrera extra para la
entrada de bacterias y hongos. Contribuye también a equilibrar el balance energético
por reduccién de la radiacidon neta absorbida y aumento de la reflectancia (Silva et al.,
2001), e incluso ejerce de pantalla frente a la radiacién ultravioleta, evitando su

penetracién en tejidos mas internos (Cockell et al., 2004).

Nuestros resultados cuantitativos referentes a la cuticula se han tomado en
cladodios jovenes de ambas formas. El tamafio de la muestra (n) para cada forma ha
sido de 55. Los resultados arrojan unos datos similares en ambas formas. La cuticula
tiene un espesor muy reducido, con un 3,2 + 0,8 um de media. En algunas zonas
apenas es visible a pocos aumentos, mientras que en las zonas de mayor grosor se ha
llegado a medir un espesor de hasta 6,1 um.

Figura 21. Cortes transversales de la region epidérmica de cladodios de O. ficus-indica. Tincion con
safranina — verde fijo. [A] F. inerme, con la cuticula (ct), sobre una epidermis (ep) pluriestratificada y
constituida por células vivas con nucleo (n). Subyacente se encuentra el colénquima (cq), en cuya primera
capa aparecen drusas (ds). [B] F. espinosa, con la cuticula (ct), sobre una epidermis (ep)
monoestratificada, de grandes nucleos tefiidos de rojo (n). Debajo se encuentra un colénquima (cq) muy
compactado, formando una masa entre la que aparecen algunas drusas (ds). / Las barras corresponden
a 100um.
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La epidermis es la capa de células mas externa del tallo. Este tejido no solo
protege a la planta del estrés hidrico (limitando la transpiracidn), sino que también
sirve para aminorar los posibles dafios provocados por insectos (da Silva et al., 2010).
Generalmente es monoestratificada, aunque hay excepciones. Esta constituida por
células vivas con nlcleos claramente visibles (Figura 21, Figura 22). Vistas

superficialmente, las células de la epidermis tienen bordes muy sinuosos (Figura 22).

*

Figura 22. Corte tangencial de la epidermis de un tallo de O. ficus-indica f. espinosa. Tincidn con
safranina. Los bordes de las células de la epidermis son sinuosos. En el corte se pueden apreciar algunos
nucleos (n) y cristales de oxalato de calcio (ds). La barra de escala corresponde a 100 um.

Como se ha comentado previamente, la epidermis es generalmente
monoestratificada. Sin embargo, en la forma inerme con frecuencia aparecen regiones
de la epidermis en las que ésta es pluriestratificada, con dos estratos de células
epidérmicas (Figura 23A, By C), excepcionalmente de tres (Figura 20B). Este fendmeno
es menos frecuente en la forma espinosa.

La aparicidon de regiones pluriestratificadas también fue observada por Mauseth
(2006) en diversas cactaceas. A estas zonas las denomina parches y afirma que se
forman por una divisidn periclinal en la epidermis. En los parches hemos observado
grupos de tres células, dos en la superficie y una bajo ellas (Figura 23A), lo que nos
sugiere que en realidad los parches se forman por dos divisiones de una célula inicial
epidérmica. Primero tiene lugar una division periclinal y, posteriormente, una anticlinal

de la célula que queda en la superficie.
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<k Pl Ve la. WX 2 /2
Figura 23. Regién epidérmica de O. ficus-indica f. ficus-indica en cortes transversales. Tincion con
safranina — verde fijo. [A] Detalle de epidermis (Ep) pluriestratificada, en la que aparecen estructuras
(rodeadas por un dvalo) formadas por dos células superficiales muy juntas, y otra bajo ellas. [B] Region
de la epidermis (Ep) que alterna entre parches pluriestratificados (flechas) y zonas monoestratificadas
(asterisco). [C] Regidn de epidermis pluriestratificada. / Leyenda: epidermis (Ep), colénquima (cq), drusas
(ds) y parénquima de la corteza (p). Las barras de escala corresponden a 100um.
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Figura 24. Cortes transversales de la region epidérmica y de la corteza subyacente de O. ficus-indica f.
ficus-indica. Tincién con safranina — verde fijo. [A] Epidermis con células (ep) poco abultadas, formando
una superficie relativamente lisa, interrumpida por alguna drusa (ds) y estoma (st) bajo el cual aparece
la cdmara subestomadtica (cs). Bajo la epidermis se encuentran varias capa de colénquima (cq). Bajo éste,
la corteza, formada por células de parénquima (p). [B] Epidermis con células epidérmicas (ep) abultadas
y nucleadas (n), generando una superficie irreqular. Sobre ella se aprecia una fina cuticula (ct). Justo
debajo de la epidermis aparece el colénquima (cq), en cuya primera capa aparecen varias drusas (ds).
Bajo el colénquima se encuentra la corteza, con células de parénquima (p) con numerosos plastidios
(cabezas de flecha). / Las barras de escala corresponden a 100um.
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Comparando la epidermis en ambas formas, observamos que, generalmente, las
células epidérmicas de la forma inerme son mas redondeadas y abultadas que las de la
forma espinosa al observarlas en seccion transversal a los cladodios. Esto se magnifica
en los frecuentes parches pluriestratificados, en donde acostumbra a aparecer una
superficie abrupta (Figura 24B). Sin embargo, como sucede con frecuencia en esta
planta, hay excepciones, pudiéndose encontrar zonas en las que la epidermis presenta
unas caracteristicas distintas, con células planas y anchas (Figura 24A). Por otra parte,
en la forma espinosa, la epidermis generalmente forma una capa lisa y homogénea
(Figura 25).

Figura 25. Region epidérmica de O. ficus-indica f. amyclaea en corte transversal, con tincion con azul de
toluidina. Las células de la epidermis (ep) tienen una anchura superior a la de la forma inerme. Bajo la
epidermis se encuentra el colénquima (cq), muy compactado, con las paredes celulares fuertemente
engrosadas. La corteza estd compuesta por células de parénquima (p). La barra de escala corresponde a
100um.

Tanto en las regiones monoestratificadas como en las pluriestratificadas, la
epidermis es ligeramente mas gruesa en la forma espinosa (Tabla 19). A través de
analisis estadisticos, hemos comprobado que la diferencia es significativa (P < 0,05).
Sin embargo, los intervalos en los que se encuentran las dimensiones de las células
epidérmicas de ambas formas son muy cercanos, solapados en su mayor parte, por lo
gue seria un criterio taxonémico poco fiable. Por otra parte, en estas células, las
dimensiones del plano paralelo a la superficie del tallo son aun mas variables, y la
forma en que encajan entre si es caprichosa, por lo que realizar una comparativa de
esos aspectos celulares entre ambas formas (inerme y espinosa), no aportaria datos

utiles, ademas de resultar una tarea harto complicada.

Teniendo en cuenta esto, podemos afirmar que aunque hipotéticamente la
epidermis pudiera servir como criterio taxondmico, la realidad es que la gran
variabilidad de formas y dimensiones celulares, incluso en regiones diferentes de un

mismo cladodio, lo desaconseja.
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Forma ficus-indica amyclaea

Grosor medio 14,3 +4,3 18,2 £3,8
Ep. Mono- Grosor minimo medido 06,3 11,5
estratificada Grosor maximo medido 21,9 30,1
Tamafio de la muestra (n) 65 162

Grosor medio 24,4 +4,3 28,1 +4,6
Ep. Pluri- Grosor minimo medido 13,1 21,2
estratificada Grosor maximo medido 37,7 34,8
Tamafio de la muestra (n) 135 15

Tabla 19. Resultados de la medicion del grosor de la epidermis en diferentes regiones y tallos de O. ficus-
indica. Resultados expresados en um.

9 | ‘
A\ ] 1 - : -
Figura 26. Secciones transversales de la region superficial de un cladodio de O. ficus-indica f. amyclaea.
[A] Paso de una region de epidermis normal, a la derecha, a una zona en la que ha comenzado una
proliferacion celular. [B] Vista en detalle de una region superficial en la que se estd generando felema
(fm). [C y D] Regiones en las que las nuevas células estdn taponando discontinuidades del colénquima. /
Leyenda: Cuticula (ct), Epidermis (ep), Felema (fm), Colénquima (cq), Apertura en el colénquima (*),
Parénquima de la corteza (p). Las barras de escala equivalen a 100 um.

Para finalizar con la epidermis, es interesante resefiar que en determinadas
regiones superficiales hemos podido observar unos abultamientos, fruto de la
proliferacién celular en la zona de la epidermis (Figura 26 A-D). Lo que ha sucedido es
que las células epidérmicas se han desdiferenciado y posteriormente se ha originado
felégeno, que es un tejido meristematico. Este fenémeno, descrito por Fahn (1974)

para vegetales en general, no ha sido muy frecuente en nuestras observaciones. El que
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su observacion haya tenido lugar en tallos relativamente jovenes, y que se haya
observado en pequefias regiones, nos indica que no es un proceso de suberificacién
natural, sino que parece ser la respuesta de la planta frente a dafios y desperfectos
superficiales. Este comportamiento también ha sido recogido por Fahn (1974) y Gibson
y Nobel (1990), estos ultimos observados en cactus. En la figura 26 C y D, se observa
como la masa de nuevas células tapona un agujero que atraviesa el colénquima, el cual

puede ser fruto tanto de un desgarro como un vestigio de una cdmara subestomatica.

Al contrario de lo usual en el reino vegetal, en que el felégeno se forma en la
corteza situada bajo la epidermis, en los cactus es la misma epidermis la que sufre una
transformacién para formar el felégeno (Gibson y Nobel, 1990; Mauseth, 1999).
Gibson y Nobel (1990) anaden ademas que en los cactus es poco frecuente la apariciéon
de extensiones continuas de suber en su superficie, lo cual es algo que también hemos

tenido la oportunidad de observar.

Estomas

Los estomas son estructuras epidérmicas que permiten controlar el intercambio
gaseoso entre el interior y el exterior de la planta, mediante la apertura o el cierre de

un pequeiio poro, el ostiolo, por cambios en la turgencia de las células oclusivas.

Durante la histogénesis de la epidermis, las células estomdticas se diferencian de
las células epidérmicas tipicas mediante un mecanismo complejo en el que intervienen
mecanismos de sefializacién intercelular regulados por la actividad de genes y

reguladores de crecimiento (Saibo et al., 2003; Yang et al., 2014).

En la chumbera, los estomas de los cladodios y de las hojas tienen una estructura
diferente. La diferencia radica en la cantidad y disposicién de la células subsidiarias o
anexas del estoma. Estas células son adyacentes a las células oclusivas, y se
caracterizan por ser morfolégicamente distintas a las células fundamentales de la

epidermis.

La estructura del estoma en los cladodios (Figura 27), consiste en dos células
oclusivas, flanqueadas por dos células subsidiarias de gran tamafio, tal y como sucede
en los estomas paraciticos (Prabhakar, 2004). Sin embargo, vistas desde la superficie,
estas células anexas quedan practicamente ocultas, ya que apoyadas sobre ellas y
alrededor suyo, aparece otro grupo de células subsidiarias, mas estrechas. Este
segundo grupo de células subsidiarias forman de uno a tres anillos mds, como en los
estomas ciclociticos (Prabhakar, 2004). Las células subsidiarias pueden ser di-, tri- o

tetra-ciclicas, de acuerdo con la nomenclatura que propone Prabhakar (2004).
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De tal modo, el complejo estomatico es mixto entre paracitico (por las dos cel.
subsidiarias mas internas) y ciclocitico (el resto de cel. anexas que las rodean). Aunque
otros autores denominan a esta distribucién anficiclocitica (Zarinkamar, 2007) o
anficiclica, y consideran que este tipo de estoma tiene un Unico anillo de células
subsidiarias. Los anillos siguientes los denominan células de anillo (ring cells) o células
cerco (encircling cells) (Baranova, 1992). Herrera-Martinez (2015) denomina a este tipo

de estoma directamente como opuntioide.

Figura 27. [A] Estoma visto en corte tangencial de la epidermis de un tallo de O. ficus-indica f. amyclaea.
Tincién con safranina. [B] Esquema del estoma visto en A. Las células oclusivas (co) estdn flanqueadas
por dos células anexas de gran tamario (ca 1), y estas a su vez estdn rodeadas (y parcialmente ocultas)
por dos anillos de células anexas mds estrechas (ca 2). La barra de escala corresponde a 100 um.

En los cladodios de la forma inerme, las células oclusivas se encuentran
generalmente en una pequefia depresion respecto al nivel de la epidermis (Figura 28A
y B), mientras que las células subsidiarias o anexas del estoma, suelen sobresalir

ligeramente por encima del nivel de la epidermis (Figura 28B).

En la forma espinosa, las células acompanantes sobresalen en menor medida
sobre el nivel de la epidermis (Figura 29A y B) y las células oclusivas se encuentran
practicamente al nivel de la epidermis. Por tanto, los estomas de la f. amyclaea tienen

un relieve menos abrupto que los de la f. ficus-indica (Figura 29Cy D).

En ambas formas es muy frecuente que en los estomas del tallo exista una
separacidon en superficie entre las células oclusivas y las subsidiarias adyacentes. En
esta zona aparecen acumulaciones de material de la cuticula (Figura 28A, Figura 29A y

B), que rellenan el hueco dejado entre ambas células.
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HV spot mag WD det  HFW
10.0 kV 5.0 |1 500 x 20.3 mm ETD 199 pym

Figura 28. Estoma en tallo de O. ficus-indica f. ficus-indica. [A] Corte transversal con tincién con
safranina - verde fijo, visto por microscopia de luz. El estoma se encuentra en una pequefia depresion de
la epidermis. Se pueden observar dos células oclusivas (co) taponando el ostiolo (*). Alrededor de las
oclusivas aparecen las primeras células anexas (cal) o subsidiarias, sobre estas se situan el segundo
grupo de células anexas (ca2). Entre las células oclusivas y las anexas adyacentes aparecen acumulos de
cuticula (ac). Bajo el estoma se situa la cdmara subestomdtica, y también aparece una drusa (ds). [B]
Vista superficial de un estoma por microscopia electrdnica. El estoma se encuentra bajo el nivel de la
epidermis. Dos células oclusivas (co) cierran el ostiolo (*), y a su vez estdn rodeadas por varias células
anexas: un primer grupo a su mismo nivel (cal), y otro sequndo grupo situadas sobre ellas (ca2). / Las
barras de escala corresponden a 50um.

2 b ot g X e 3 ERT - B, d
HV  spot mag WD det | HFW — 100 ym —@@8@8™— HV det HFW 50 pm
10.0 kV 5.0 1200 x 21.4 mm ETD 249 ym 10.0kV 5.0 2000 x 20.4 mm ETD 149 ym

Figura 29. Estomas en tallos de O. ficus-indica f. amyclaea. [A y B] Cortes transversales con tincion con
azul de toluidina, observados mediante microscopia de luz. En A, el estoma se encuentra ligeramente por
debajo del nivel de la epidermis (ep). Esta impresion se acentta debido a que las células subsidiarias o
anexas mds externas (ca2) se encuentran muy juntas entre si, formando un pequefio abultamiento. En B
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este fendmeno es menos intenso y todo el complejo estomdtico se encuentra prdcticamente a nivel de la
epidermis. En ambos casos, las células anexas mds internas (cal) son de un tamafio mucho mayor al de
las células oclusivas (co), a las que envuelven, sobresaliendo bajo ellas. Entre las células oclusivas y las
subsidiarias adyacentes, hay una acumulacion de cuticula (ac) superficial. Las células oclusivas delimitan
el orificio de paso de gases (ostiolo, *). Bajo este se encuentra la cdmara subestomadtica (cs). [Cy D] Vista
de superficie mediante microscopia electronica de barrido. Los estomas estdn formados por células
oclusivas (co) que controlan el tamario del ostiolo (*), y estdn rodeadas por células anexas. La existencia
de ceras en la superficie y el bajo relieve de las células anexas, impiden diferenciar claramente sus
limites. / Otras leyendas: Drusas (ds), Colénquima (cq). Las barras de escala corresponden a 100 um para
A By C y50um para D.

Debido a que las diferencias morfoldgicas entre los estomas de ambas formas no
es muy grande, y a que éste es un rasgo variable entre individuos, no podemos
considerar a la morfologia estomatica como un factor taxondmico de utilidad para la

discriminacion de ambas formas.

No podemos decir lo mismo con respecto a la densidad de estomas en la
epidermis, que si podria resultar un rasgo de utilidad taxonémica. De hecho, nosotros
hemos encontrado valores de densidad estomatica significativamente diferentes en las
dos formas (P < 0,05). En nuestras determinaciones (Tabla 20), la forma inerme mostré
una densidad estomatica de 11,5 #1,7 estomas/mmz, mientras que la espinosa tenia
19,5 +2,5 estomas/mm?. Estos resultados son muy similares a los obtenidos por
Herrera-Martinez et al. (2015), 18 estomas/mm?, pero bastante inferiores a los
expuestos por Terrazas y Mauseth (2002). Este ultimo calcula para la subfamilia
Opuntioideae un promedio de 80 estomas/mm?, si bien es cierto gue reconoce que la
frecuencia estomatica es muy variable. De hecho, sus resultaron oscilaron entre los 9 y

115 estomas/mm?.

Forma ficus-indica amyclaea

Densidad estomatica (estomas/mm?) 11,5 +1,7 19,5 +2,5

Tabla 20. Densidad media de estomas en la superficie del tallo de O. ficus-indica. La muestra consiste en
50 mediciones (n=50) repartidas aleatoriamente entre ambas caras del cladodio.

Teniendo en cuenta la enorme plasticidad que ha demostrado la especie vy el
género, y que las plantas objeto de nuestro estudio han podido sufrir diferentes
condiciones ambientales que fomenten las diferencias (ya que las poblaciones no se
encontraban en el mismo punto), pensamos que nuestros resultados son
prometedores aunque no definitivos. En futuros estudios, seria interesante realizar un
cultivo de ambas formas, llevando un control mdas estricto de las condiciones
ambientales, para tener una mayor certeza sobre si la cantidad de estomas ha
cambiado sélo por razones ambientales, o si por el contrario hay una diferencia real

entre ambas formas.

Analizando las diferencias en la densidad estomatica de esta planta frente a otras

(Tabla 21), resulta visible que este parametro es muy bajo. Previsiblemente, esto es un
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rasgo adaptativo para los climas dridos en los que esta planta se encuentra tan
comoda. Un menor nimero de estomas se traduce en una menor traspiracion, y esto a
su vez a una menor pérdida de humedad. De hecho, en otros cactus, este mismo
pardametro tiene unos valores similares, como comprueba Herrera-Martinez et al.

(2015), que cuenta entre 11y 27 estomas/mm? en cuatro cactus distintos.

Densidad estomatica

Especie (estomas/mm?)
Hylocereus undatus 11
Escontria chiotilla 12
O. ficus-indica (chumbera comun) 18
Mamillaria petterssonii 27
Zea mays (maiz) 50
Corylus avellana (avellano) 97
Medicago sativa (alfalfa) 100
Arabidopsis thaliana 200
Quercus ilex (encina) 500

Tabla 21. Densidad estomdtica de diversas especies en orden creciente. Las 4 primeras especies
pertenecen a la familia Cactaceae. Fuente: Avci y Aygun (2014), Hepworth et al. (2015), Herrera-
Martinez et al. (2015), Zhao et al. (2015), Fusaro et al. (2016), Quan et al. (2016).

Por otra parte, asociado a los estomas siempre aparecen las camaras
subestomaticas, que son una serie de cavidades situadas bajo estos, abiertas a la
circulacidon de los gases atmosféricos. Su funcion es facilitar el contacto de la fase
gaseosa con la superficie de las células, permitiendo por tanto el intercambio gaseoso
de las células del parénquima fotosintetizador de la corteza del tallo. En ambas formas
las camaras forman galerias que atraviesan completamente el colénquima (Figura 28A,
Figura 29A y B) y se introducen en el parénquima en empalizada, en el que penetra

profundamente.

Hipodermis

Inmediatamente por debajo de la epidermis se encuentra la hipodermis. Terrazas
y Mauseth (2002) describen esta region como una capa celular con abundantes drusas
bajo la cual existen varias capas de fuertes células colenquimaticas. Sin embargo, esta
descripcién nos resulta artificial, ya que crea una divisién entre la primera capa y las
restantes, pudiéndose entender que dicha primera capa tiene una naturaleza distinta a
las restantes, cosa que sin embargo no es cierta. Salvo por la presencia de las drusas,

dicha primera capa es similar a las restantes. Por tanto, estaria mejor descrita como
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multiples capas de colénquima, teniendo la primera un alto contenido en drusas de

oxalato de calcio.

Durante los primeros afios del cladodio, este tejido es el encargado de ejercer
funciones de sostén (junto con los cordones de xilema). No sélo sustenta el peso de los
cladodios, sino que también ayuda a resistir y contener aumentos en el volumen de la
turgente corteza subyacente (Mauseth, 2006). Es un tejido ademads idéneo para dar
resistencia mecdnica a érganos en crecimiento, debido a que sus células son
extensibles, pudiendo aumentar el espesor y superficie de sus paredes celulares,
aunque segun el tejido va envejeciendo, va perdiendo esas cualidades (Cortés, 1980).
Sin embargo, como veremos mas tarde, cuando el tallo ya tiene una determinada

edad, se forman fibras que ayuden a sustentar los tallos de avanzada edad.

El colénquima es un tejido eficiente, aunque en las chumberas necesita de unas
condiciones correctas de hidrataciéon del tallo para cumplir su funcion de manera
adecuada. Mientras la planta estd hidratada y por tanto turgente, el colénquima
mantiene los tallos en su correcta posicidon. Sin embargo, cuando hay una pérdida
circunstancial de agua, se observa como el colénquima no es lo suficientemente fuerte
como para sostener los cladodios, y se puede observar como acaban doblandose hacia
abajo por la fuerza de la gravedad.

Algunos estudios afirman que en la unién entre cladodios existen regiones con
un grosor menor de colénquima, con el fin de provocar la rotura y caida de los tallos,
de modo que se facilite la reproduccion vegetativa. Sin embargo, también se ha
comprobado que las uniones de O. ficus-indica son mas firmes que otras especies del
género (Reyes-Agliero et al., 2006), lo cual estd en sintonia con el hecho de que esta

especie tenga una baja capacidad de reproduccion vegetativa dentro del género.

Ademas, la hipodermis también cumple funciones de proteccion mecanica, de
barrera frente a patégenos (da Silva et al., 2010), y de pantalla contra la radiacién UV
(Cockell et al., 2004).

El colénquima se compone de varias capas de células vivas (Figura 30A), anchas,
de amplias vacuolas y paredes celulares con fuertes engrosamientos celuldsicos. Son
caracteristicas por su alto grado de extensibilidad. Por otra parte, su contenido en

cloroplastos es practicamente nulo.

El numero de capas que conforman el colénquima es variable, entre 2 y 6, siendo
lo mas frecuente 4 o 5. Generalmente, las células de las capas mas internas del
colénquima son de un tamafio mayor, mas altas y anchas, como se observa en la figura
30A y C. En la zona fronteriza entre el colénquima y el parénquima de la corteza, se

suelen encontrar algunas células de transicion, con caracteristicas de ambas capas. En
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esta zona las células tienen un escaso contenido en clorofila y sus paredes celulares
superiores son gruesas. Sin embargo, estas células pueden ser mas altas que anchas,
de una altura intermedia entre lo observado en células del colénquima y en el

parénquima cortical (Figura 31).

A

Figura 30. Secciones transversales de la region del colénquima en tallos de chumbera. [A] Forma inerme.
La capa mds externa es la epidermis (ep), bajo la cual se encuentra el colénquima (cq). En la primera
capa del colénquima aparecen con frecuencia drusas (ds), que pueden atravesar o empujar hacia fuera a
la epidermis. El colénquima es un tejido vivo, en él se pueden observar sus nucleos (puntas de flecha). [B
y C] Forma espinosa. Bajo la epidermis (ep) se encuentra un colénquima (cq) muy comprimido y de
paredes celulares gruesas que apenas dejan espacio interno para las células. Aun asi, las células se
mantienen vivas, y se pueden observar la existencia de nucleos (flecha blanca en A, punta de flecha
negra en B). Bajo el colénquima aparecen células de parénquima (p) pertenecientes a la corteza externa.
/ Ay C tienen una tincién con safranina — verde fijo, y B con azul de toluidina. Las barras de escala
corresponden a 100um para todas las fotografias.

El colénquima se ve interrumpido con frecuencia, desapareciendo bajo los
estomas (Figura 28A vy Figura 29A y B). Ademas se ha observado que las células del
colénquima circundantes a las camaras subestomaticas (Figura 32A) y las que se
encuentran bajo epidermis pluriestratificada (Figura 32B), se disponen de un modo
mas bien desordenado, tienen una menor anchura y por lo general son mas

redondeadas que las que estan en otras zonas.
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Figura 31. Secciones transversales de la region del colénquima en tallos de chumbera. Notese que en la
region de transicion entre el colénquima (cq) y la corteza externa (C.ext) aparecen células (*) con
caracteristicas intermedias entre ambos tejidos. Son mds amplias que las células del colénquima pero
mds pequeiias que el parénquima (p) de la corteza, y el grosor de las paredes es intermedio. A 'y B
corresponden a la forma inerme, y B y C a la espinosa. / Otras leyendas: Epidermis (ep), Drusa (ds).
Tincion con safranina — verde fijo en A, By C, y con azul de toluidina en D. Las barras de escala
corresponden a 100um.

< -
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[8]
Figura 32. Cortes transversales del tallo de la forma inerme. Tincidn con safranina — verde fijo. El
colénquima (cq) disminuye su ordenacion y adquiere forma redondeada: [A] alrededor de las cavidades
subestomdticas (cs) en regiones con estomas (*); y [B], en la regiones bajo epidermis (ep)
pluriestratificada. En ambas zonas aparecen numerosas drusas (ds). Bajo el colénquima se ubica la
corteza externa (c.ext). / Las barras de escala corresponden a 100um.

~77 ~



~ Cap.2 ~ Resultados y Discusion: El tallo

En la f. amyclaea, la banda de células del colénquima es mucho mas delgada que
en la f. ficus-indica (Tabla 22). A ello contribuye decisivamente que sus células del
colénquima tengan una altura menor, sobre todo las mds préoximas a la epidermis.
Ademas, sus paredes celulares estan mas fuertemente engrosadas. De tal manera, las
capas mas externas de su hipodermis estdn muy compactadas. Por todo lo anterior, el
espacio interno de sus células queda muy reducido. Aun asi, segln nuestras propias
observaciones y las de otros autores (Mauseth, 2006) estas células permanecen vivas,

incluso en tallos viejos.

Forma ficus-indica amyclaea
Espesor del colénquima Entre 100 y 200 Entre 35y 70
Altura celular media 17,5+3,6 12,1+4,3
Grosor medio de las paredes celulares 3,1+0,6 6,0+1,3

Tabla 22. Dimensiones del colénquima en el tallo de O. ficus-indica. Se han tomado 10 medidas para
cada uno de los 4 cladodios seleccionados (n=40) para cada forma. Resultados expresados en um.

Cristales de oxalato de calcio

En el interior del tallo son muy frecuentes los cristales de oxalato de calcio, un
compuesto que en O. ficus-indica se encuentra en su forma monohidratada,
CaC,04*H,0 (Frausto-Reyes et al., 2014). Los cristales monohidratados tienen una
forma estrellada (Figura 33) y se denominan “drusas”. Tienen puntas mds o menos
agudas, aunque ocasionalmente pueden ser romas. Aunque no nos ha sido posible
comprobar este hecho en nuestro material, Malainine et al. (2003b) afirman Ia
existencia también de la forma dihidratada del oxalato de calcio, CaC,0,*2H,0, como
cristales en forma de prisma observables Unicamente mediante microscopio

electronico, debido a su menor tamafio, en torno al micrémetro de media.

A pesar de ser estructuras bastante estudiadas, aun se especula sobre la funcidn
gue desempefian en la planta. Parece haber bastante acuerdo en que sirven para
eliminar excesos de calcio en las células, a la vez que ejercen una funcién defensiva
frente a la predacién (Terrazas y Mauseth, 2002; Franceschi y Nakata, 2005;
Bernardino-Nicanor et al., 2015), aunque algunos autores les conceden otras utilidades
adicionales, como la de proteccién frente a la desecacién (Piovan et al., 2015), a la
radiacion ultravioleta (Terrazas y Mauseth, 2002; Cockell et al., 2004), e incluso frente

a los metales pesados (Franceschi y Nakata, 2005).

De acuerdo con Terrazas y Mauseth (2002), la formacién de las drusas comienza
por procesos de precipitaciéon dentro de vacuolas situadas en las posiciones centrales
de la célula. Segln nuestras observaciones, el cristal puede llegar a adquirir tal

volumen que acabe por deformar la célula, o incluso romperla desde dentro.

~ 78 ~



~ Cap.2 ~ Resultados y Discusién: El tallo

- - .Ea 3 SN E
Figura 33. Cristales de oxalato de calcio de distintos tamarios en tallos de O. ficus-indica. [A] Forma

inerme. Tincidén con safranina — verde fijo. [B] Forma espinosa. Muestra sin tefiir. / Las barras de escala
equivalen a 100 umen Ay 25 um en B.

Las drusas se pueden situar en la corteza, en zonas muy cercanas al tejido
vascular (Figura 34A) y a las células del mucilago (Figura 34B). También aparecen en la
primera capa de colénquima subyacente a la epidermis, donde se presentan en gran
cantidad y distribuidas de una manera bastante homogénea (Figura 21A y B, y Figura
32A y B). En ocasiones, las drusas situadas en el colénquima presionan la epidermis y
provocan un pequefio abultamiento de ésta hacia el exterior (Figura 30A y Figura 31C).
En la forma espinosa una misma drusa puede atravesar varias capas del colénquima
(Figura 35), incluso atravesandolo casi por completo, ya que sus células se encuentran

muy juntas. Con frecuencia se observan también justo debajo de los estomas, en la

camara subestomatica (Figura 28A).
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Figura 34. Cortes transversales de un tallos de chumbera donde abundan las drusas de oxalato de calcio
(sefialadas por évalos). Tincion con safranina — verde fijo. [A] F. espinosa. Drusas en una region cercana
a tejidos vasculares. La imagen muestra los elementos conductores del xilema (x) cortados
longitudinalmente, con unos engrosamientos helicoidales conspicuos en su pared secundaria. [B] F.
inerme. Se aprecian drusas en las cercanias de células del mucilago (m). / Las barras de escala
corresponden a 100um.

~ 79 ~



~ Cap.2 ~ Resultados y Discusion: El tallo

Figura 35. Corte transversal de la region epidérmica de un tallo de la forma espinosa. Las drusas
(sefialadas por circulos) estdn insertas en el fino colénquima (cq) atravesdndolo prdcticamente por
completo. Leyenda: Epidermis (ep), Colénquima (cq), Cdmara subestomdtica (cs), Estoma (%),
Parénquima de la corteza (p). Tincion con safranina — verde fijo. La barra de escala corresponde a
100um.

Generalmente, la forma de las drusas situadas en el colénquima es mas
redondeada que las situadas en otros tejidos. Sin embargo, no existen diferencias en
cuanto a tamaio (Tabla 23). De igual manera, aunque nuestros resultados delaten que
las drusas son mayores en f. ficus-indica que en f. amyclaea, esta diferencia es minima,
no lo suficientemente grande como para tomarlas como un factor diferenciante.
Tampoco parece existir ninguna diferencia en la frecuencia con la que las drusas

aparecen en los tallos de ambas formas.

Forma ficus-indica amyclaea

Drusas en el colénquima 36,9+5,8 33,8 4,7

Drusas cercanas al tej. vascular 39,5+7,5 33,1+8,7

Media en ambas zonas 38,8%5,3 33,8+5,6
Media de ambas formas 36,5+5,9

Tabla 23. Diadmetro medio de los cristales de calcio en funcion de la zona del tallo donde se encuentra. Se
han medido 6 drusas por cada uno de los 5 cladodios observados (n=30) para cada una de las formas.
Resultados expresados en um.

Corteza externa

Este tejido estda compuesto por células parenquimaticas vivas, cuyo volumen esta
ocupado casi totalmente por grandes vacuolas. Es un tejido fotosintético, ya que en la
periferia celular de las células de parénquima existen cloroplastos en abundancia
(Figura 36A y B). Por tal razén este tejido también es denominado clorénquima
(Terrazas y Mauseth, 2002). Las células se disponen de forma ordenada, a modo de

empalizada (Figura 36A y B). Esta distribucion consiste en células con mayor longitud
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radial que tangencial. Es decir, vistas en un corte transversal, son mds altas

(aproximadamente el doble) que anchas (Tabla 24).

Segun nuestras mediciones, en la forma amyclaea las células de la corteza
externa son aproximadamente un 75% mas altas que las de la forma ficus-indica (Tabla

24). Generalmente, la estructura de la corteza externa de la forma espinosa, al estar

compuesta por células mas altas y rectas, mantiene un mayor orden.
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Figura 36. Cortes transversales de la region de la corteza externa (Cext) de tallos de chumbera. [A]
Forma inerme. Las células de parénquima son mds altas que anchas. Son redondeadas, por lo que la
ordenacion en empalizada es menos rigida que en la forma espinosa. [B-D] Forma espinosa. Las células
de parénquima de la corteza externa son rectangulares, mds altas que anchas. La disposicion en
empalizada es evidente, y sélo queda interrumpida por las numerosas cavidades subestomdticas (cs) que
la atraviesan. / Leyenda: Epidermis y colénquima (ep+cq), Corteza externa (Cext), Cémara subestomdtica
(cs). Tincién con safranina — verde fijo en A, B 'y C, y con azul de toluidina en D. Las barras de escala
corresponden a 200 umen Ay B,y a 300 umen Cy D.

Forma ficus-indica amyclaea
Altura celular 80,1 +26,6 140,7 +£33,7
Anchura celular 43,2 +12,6 71,3 +14,6

Tabla 24. Dimensiones celulares medias en la corteza en empalizada de tallos de O. ficus-indica. Se han
medido 20 células por cada uno de los 5 cladodios observados (n=100). Resultados expresados en um.
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Este tejido esta atravesado por abundantes espacios intercelulares que son
amplios y profundos, sobre todo a nivel de las cdmaras subestomaticas (Figura 36C y
D). Segun nuestras observaciones las cavidades pueden alcanzar el limite de la corteza
en empalizada con la corteza interna. Este limite varia en funcion de la muestra, en
nuestras mediciones la mayor profundidad de esta zona se ha encontrado a 2.039 um
(dos milimetros) de la superficie, en una muestra de 13.850 um de radio hasta el
centro. Esto supone una penetracién del 15%. Por tanto, la fraccion de volumen de
tallo con tejido en contacto con la fase gaseosa, mas activo fotosintéticamente, puede

llegar a ser hasta aproximadamente un 30% (contando con ambas caras).

Células del mucilago

La funcion de estas células es acumular mucilago, un carbohidrato hidrofilico que
ayuda a mantener la humedad y la turgencia del tallo (Goycoolea, 2003). Son
idioblastos de un gran tamafio, del orden de 3 y 6 veces mayores a las células
parenquimaticas que las rodean (Figura 37A y B), con un didametro generalmente entre
los 100 y 400 um (Tabla 25). Estas células carecen de cloroplastos y granos de almidén
(Terrazas y Mauseth, 2002), y se encuentran en el parénquima de la corteza y, con

menor frecuencia, en la médula.

En las zonas cercanas a las areolas se suelen encontrar en grandes numeros,
concretamente en la zona del parénquima mas cercano a la hipodermis (Figura 37C).
Las células de mucilago tienden a ser algo mas frecuentes en la f. ficus-indica que en la
f. amyclaea, pero tienen un tamafio ligeramente inferior por lo general (Tabla 25). Sin
embargo, ambas diferencias son pequefias, y la dispersidn de los resultados obtenidos
(muy variables), especialmente respecto a los tamafios encontrados, nos indica que no
resulta adecuado tener en cuenta éste factor a la hora de diferenciar entre ambas

formas.

Por otra parte, Mauseth (2006) afirma que en todas las especies de Opuntia
existen anchos canales de mucilago (660 x 3600 um) revestidos de varias capas de
epitelio y llenos de células de mucilago flotando libremente en mucilago extracelular,
sin unirse por lamina media. Estos canales se dan en el exterior del floema primario, y
crecen en anchura segun las células internas del epitelio se separan y flotan en el
lumen. A lo largo de nuestras investigaciones esto tan sélo se ha observado en una
ocasién, en una muestra de la f. amyclaea (Figura 38A y B), y en ninguna en la f. ficus-
indica. Teniendo en consideracién que se han estudiado decenas de muestras, no
creemos prudente estimar que la aparicidon de esta estructura confirme la existencia
de alguna diferencia entre ambas formas. Sin embargo, como veremos en el siguiente

capitulo, estos canales son muy abundantes en O. dillenii (Ker Gawl.) Haw. 1819.
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F/gura 37. Celulas de muc:lago (m) en cortes transversales del tallo de O. ficus-indica. La tincion de todos
los recuadros de esta figura se ha efectuado con la técnica de safranina - verde fijo. [A] Forma inerme.
Célula de mucilago (m) entre células de parénquima (p). [B] Forma inerme. Células de mucilago (m) en la
corteza externa (Cext), cerca de la epidermis (ep) y el colénquima (cq). [C] F. inerme. Concentracion de
células de mucilago en un abultamiento del tallo, formado por una areola cercana. En la imagen se
pueden distinguir cordones de tejido vascular (tv), que marcan el limite de la corteza (Cort) con la
médula (med). [D] Forma espinosa. Célula de mucilago (m) entre células de parénquima (p). / Las barras
de escala corresponden a 200 um en A, By D; y a 300um en C.

Forma ficus-indica amyclaea
Diametro minimo medido 118,8 137,2
Diametro maximo medido 256,9 389,6
Didmetro medio especifico 198,2 + 48,2 225,3+£59,2
Didmetro medio general 216,7 +56,4

Tabla 25. Didmetros medios de células del mucilago en cladodios de O. ficus-indica. El tamafio de la
muestra ha sido 8 células (en 7 cladodios distintos) para la forma inerme, y 17 células (en 9 cladodios)
para la forma espinosa. Resultados en um.
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F/gura 38. Cana/es de mucilago (Cm) en cortes transversales de la corteza (Cort) de un tallo de la f.
amyclaea (espinosa). Tincion con azul de toluidina. Leyenda: Drusa (ds), Tejidos vasculares (tv), floema
(f), xilema (x). Las barras de escala corresponden a 400um.

Corteza interna

Subyacente al parénquima en empalizada se encuentra la corteza interna (Figura
39). En estas zonas mas internas del tallo, el parénquima tiene un escaso contenido en
cloroplastos, y menor cuanto mas interna sea la region. Por tanto, a diferencia de la
corteza externa, su funcidon no consiste en realizar la fotosintesis, ya que su aporte a la
actividad fotosintética es muy limitado. Tal y como afirman Terrazas y Mauseth (2002),

su cometido atiende a razones de almacenamiento de agua.

Difiere también de la corteza externa en que ha perdido la ordenacién en
empalizada. Es por tanto un tejido desordenado, compuesto por células de tamano
muy heterogéneo con paredes relativamente flexibles, que les permiten adoptar
distintas formas en funcién de las presiones internas y externas, ademds de aumentar
y disminuir su volumen en funcién de la cantidad de agua almacenada sin romperse.
Por sus propiedades, las células de este tejido son dificilmente distinguibles de las

células de la médula.

La proporcién de corteza externa (en empalizada) y corteza interna es variable.
En algunos tallos la corteza estd compuesta principalmente por parénquima en
empalizada, con un volumen minimo de corteza interna, mientras que en otros tallos

sucede lo contrario.
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Figura 39. Cortes transversales de la region de transicion entre la corteza interna (C int)y externa (C.ext)
de tallos de la forma inerme (A-C) y espinosa (D). Segun se situa mds internamente, el parénquima se va
redondeando y perdiendo su ordenacién en empalizada. / Leyenda: Colénquima (cq), Corteza externa
(C.ext), Corteza interna (C.int), Médula (med), tejidos vasculares (tv), drusa (ds), Célula de mucilago (m).
Tincidén con safranina — verde fijo. Las barras de escala corresponden a 400 um para Ay D, y a 200 um
para By C.

En las células de corteza interna cercanas al floema suelen encontrarse pequefias
acumulaciones de granulos de almidén (Figura 40). La formacion de estos granulos,
también observados por otros autores (Fabbri et al., 1996), muy probablemente se
deba a que la concentracién de azucares es alta en las cercanias del floema. Estos
azucares son productos de la fotosintesis y se descargan al resto de la planta desde el

floema, que es el encargado de su transporte.

Por otra parte, no se han encontrado diferencias resefiables en las caracteristicas

de este tejido, ni de sus células entre las formas inerme y espinosa de O. ficus-indica.

~ 85~



~ Cap.2 ~ Resultados y Discusion: El tallo

AR
""' . _I\'OH %
A Ny AL
- 1 1 &
3 ‘' 8 -
A

- ) \

Figura 40. Corte transversal de las inmediaciones de un corddn de tejidos vasculares. En ellas se pueden
encontrar numerosos granos de almidon (punta de flecha), y algunas drusas (d). En la imagen se aprecia
el floema (f) y parte del xilema (x) del corddn, en el que se observa una trdquea (t). Tincién con safranina
— verde fijo. La barra de escala equivale a 100 um.

Tejidos conductores y Esclerénquima

Los tejidos vasculares estdn altamente especializados en la familia de las
cactdceas (Terrazas y Mauseth, 2002). El sistema vascular en O. ficus-indica se organiza
a modo de eustela, con cordones de tejido vascular dispuestos alrededor de la médula,
en su frontera con la corteza interna. Estos cordones son independientes entre si y
estan separados por radios de parénquima, denominados parénquima radiomedular o

parénquima de la estela.

En los cactus existen otros dos tipos de cordones. Uno de ellos son los cordones
corticales, que como su nombre indica se sitlan en la corteza, y se caracterizan por ser
bidireccionales y cambiar con frecuencia de direccién. Los otros son los cordones
medulares, que estan interconectados con los cordones de la estela. Sin embargo,
ninguno de estos otros dos tipos de cordones aparecen en el género Opuntia. Los
corticales aparecen en todos los cactus salvo en las subfamilias Pereskioideae y
Opuntioideae, mientras que los medulares son exclusivos de la subfamilia Cactioideae
(Terrazas y Mauseth, 2002).

Volviendo a los cordones de la estela, en ambas formas de O. ficus-indica los

componen los mismos tejidos: floema, xilema y cambium fascicular.

El floema (Figura 42A y C), consiste en una masa desordenada de células,
compuesta por elementos de los tubos cribosos y sus células acompafnantes. Los
elementos de los tubos cribosos son células alargadas, vivas y anucleadas, cuya funcién
es la de conducir las sustancias producidas por la planta (glucosa, sacarosa, etc.), es

decir, la savia elaborada. En la unién de los elementos de los tubos cribosos aparecen
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las placas cribosas simples. Por su parte, las células acompafantes también estan
vivas, tienen nucleo, y ejercen una funcién de apoyo a los elementos de los tubos

cribosos.

El xilema (Figura 42B y D), estd compuesto por traqueas que al unirse por sus
extremos forman los vasos lefiosos. Las traqueas son células muertas en su madurez,
con un amplio lumen, y cuyas paredes celulares tienen engrosamientos lignificados,
generalmente en forma helicoidal o anular (Figura 43 Ay B). Su funcién es transportar
agua y nutrientes extraidos del medio a través de la planta, la savia bruta. Entre las
trdqueas, aparecen generalmente numerosas células de parénquima del xilema, que es

de un menor tamano que el parénquima que rodea a los cordones.

En los tallos de mayor edad, se ha apreciado la aparicidon de otros elementos
conductores del xilema, las traqueidas de banda ancha (Figura 41), que son células
alargadas con unos considerables engrosamientos en sus paredes. No aparecen en
todos los cordones vasculares, y cuando lo hacen, aparecen en pequefios nUmeros en

la zona del cordén mds interna respecto al tallo.

Figura 41. Traqueidas de banda ancha (puntas de flecha) en la region del xilema de un cladodio de O.
ficus-indica f. ficus-indica de avanzada edad. Corte transversal. La barra de escala equivale a 50 um.

Entre ambos tejidos vasculares, se encuentra el cambium fascicular (Figura 42Ay
Figura 45A y B). Ocupa el drea intermedia entre ambos, y su altura es de dos a cuatro
filas de células. Tiene su origen en el procambium, y estd compuesto por células
meristematicas participes en el crecimiento secundario del tallo, ya que se encargan de
generar el floema y xilema secundario. Seguin el cambium genera floema secundario, el
primario es empujado hacia zonas mas externas. Estas fuerzas provocan que poco a
poco se vaya aplastando hasta que finalmente colapsa, observdndose en las tinciones
como una masa fuertemente tefiida de oscuro (Figura 45A). De tal manera, el floema
secundario queda frecuentemente coronado por otra capa de floema primario

colapsado. Este proceso es mucho mas intenso en la chumbera brava.
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forma espinosa. [A y C] Floema, compuesto elementos de los tubos cribosos (ec), junto con sus células
acompanfantes (Flecha). La flecha de dos cabezas indica la altura de la region en la que se encuentra el
cambium fascicular (cf), distinguible por ser células tefiidas con menor intensidad. Se pueden observar
también algunas placas cribosas (*) que comunican los elementos de los tubos cribosos entre si. [B'y D]
Xilema, compuesto por parénquima del xilema (px), que rodea las trdqueas (t) o vasos, muy
caracteristicos por el engrosamiento secundario de su pared celular, que se ha tefiido de un tono rojizo. /
Las barras de escala corresponden a 100 umen Ay B; y a 50 umen Cy D.
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Figura 43. Vasos en cortes longitudinales del tallo de O. ficus-indica. [A] Forma inerme. Engrosamientos
helicoidales (flecha) de las trdqueas, tefiidos de rojo (safranina—verde fijo). [B] Forma espinosa.
Engrosamientos (flecha) de las trdqueas que en este caso particular son mds bien anulares. / Las barras
de escala corresponden a 100um.
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Figura 44. Seccidn transversal de tejidos vasculares de morfologia variada, del tallo de Opuntia ficus-
indica. Tincion con safranina — verde fijo. [A] Forma inerme. Corddn de tejido vascular relativamente
ancho, pero poco alargado. Con mucho parénquima del xilema y pocas trdqueas. [B] Forma espinosa.
Corddn estrecho y corto, sin parénquima en el xilema, compuesto unicamente por traqueas. [C] Forma
espinosa. Corddn de tejido vascular ancho y largo, con una proporcion bastante igualada entre
parénquima del xilema y trdqueas. Sobre el floema se observa una pequefia region oscurecida (flecha
roja), que consiste en capas de floema primario colapsado al ser empujado por nuevos tejidos vasculares
formados al comienzo del crecimiento secundario. / Leyenda: Floema (f), Xilema (x), Parénquima del
xilema (px), Traquea (*). Las barras de escala corresponden a 100um.

Figura 45. Corte transversal de tejidos vasculares en tallos de chumbera. Tincion con safranina - verde
fijo. [A] Tejidos vasculares tipicos de la forma inerme, de forma rechoncha, con el floema (f), el xilema (x)
y el cambium fascicular (cf) mds anchos que altos. La punta de flecha marca una zona de floema
colapsado. [B] Tejidos vasculares tipico de la forma espinosa, de formas estilizadas, mds alto que ancho.
El floema (f) es aproximadamente igual de alto que ancho, mientras que el xilema (x) es muy alto, y no
tan ancho. El cambium fascicular (cf) es ligeramente mds alto que ancho. / Las barras de escala
corresponden a 100 um en A y a 200 um en B.

Los tejidos vasculares pueden tener una morfologia distinta incluso en un mismo
tallo y region. El grosor y altura de los cordones de tejido vascular varian con
frecuencia. Lo mismo sucede con la proporcién de traqueas y parénquima en el xilema,

pudiéndose observar desde xilemas con uno o dos vasos (Figura 44A) rodeados por
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parénquima, a lo contrario, xilema formados por varias filas de traqueas, sin apenas

parénquima del xilema (Figura 44B).

Comparando entre ambas formas, se puede apreciar que de forma general las
diferencias son practicamente inexistentes, teniendo en cuenta ademds que en un

mismo tallo se encuentran gran variedad de tamafios en los cordones vasculares.

Respecto al esclerénquima, de acuerdo con Fabbri et al. (1996), en tallos de un
afio de edad también se pueden encontrar haces de fibras en el xilema (fibras xilares)
de los cordones de tejido vascular de mayor tamafo. Sin embargo, nuestras
observaciones no se ajustan a tal apreciacién, ya que en ningun cladodio de hasta dos
afos de edad, de ninguna de las dos formas estudiadas, hemos apreciado la aparicién
de fibras en el tejido vascular. No obstante, estudiando cladodios de mayor edad (de 5
afios en adelante), si que se ha podido apreciar la existencia de tales fibras (Figura 46),
aunque no en todos los cordones de tejido vascular. Las fibras se disponen
paralelamente al eje mayor del corddn (y de los vasos), y generalmente aparecen
agrupadas en pequeiias bandas que atraviesan la regién del xilema de lado a lado.
Aunqgue también se pueden encontrar en menor nimero formando pequefios parches

distintas zonas de la regidn del xilema.

b & e iy
Figura 46. Corte transversal de la region del xilema de un haz vascular en un tallo de avanzada edad de

O. ficus-indica f. ficus-indica, tefiido con phloroglucinol. En la imagen se aprecian fibras xilares (fx) y
trdqueas (t), situadas entre el parénquima del xilema. La barra de escala equivale a 100 um.
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Las fibras xilares que componen este tejido son fibras libriformes: células
muertas en su madurez, con paredes lignificadas de buen grosor. Respecto al estudio
comparativo, no hemos encontrado ninguna diferencia entre las dos formas de O.

ficus-indica estudiadas.

Médula

A diferencia de una gran cantidad de dicotileddneas, las chumberas , como otras
cactaceas (Gibson y Horak, 1978; Mauseth, 1989), tienen en el centro de sus tallos una
gruesa médula. Aunque por lo general en el resto de las cactdceas ocupa una fraccion
mucho menor que en las chumberas (Mauseth, 1993; Nobel, 2003).

La médula es el tejido mas interno. Se asemeja en gran medida a la corteza
interna, con la que comparte la funciéon también de almacenamiento de agua (Terrazas
y Mauseth, 2002). Consiste en células de parénquima redondeadas, sin una ordenacion
aparente. Pueden contener algunos cloroplastos, pero en cantidades muy pequefias, y
granos de almidén. También se encuentran células del mucilago en este tejido, aunque

en menor medida que en la corteza.

Independientemente de la forma de O. ficus-indica que sea, la proporcién de
médula en el tallo es muy variable, pudiendo ocupar una pequefia parte de éste

(Figura 47A), o ser el tejido mas voluminoso (Figura 47B).
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Figura 47. Secciones transversales de tallos de O. ficus-indica, en la que las barras centrales marcan la
zona ocupada por la médula (med). Otros tejidos que se aprecian son la corteza interna (c.int) y externa
(c.ext). Los tallos A y B, de las formas inerme y espinosa respectivamente, difieren en gran medida en su
proporcion de médula. Sin embargo esta diferencia no viene dada por la forma de chumbera, sino por las
diversidad inherente a esta planta. / Otra leyenda: Célula de mucilago (m). Tincién con safranina — verde
fijo. Las barras de escala corresponden a 400um en A y a 800um en B.
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Areolas: espinas, gloquidios y tricomas

= greolas
La morfologia, distribucién y aparicién de las estructuras que se dan en las

areolas (espinas y gloquidios, ya que los tricomas son semejantes), difieren en gran
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medida entre ambas formas. De hecho, es el factor mas relevante a la hora de
diferenciar entre ambas plantas, ya que la principal y posiblemente Unica diferencia de
importancia entre ambas formas son sus espinas. Las diferencias en este aspecto son

grandes y se pueden apreciar a simple vista.

Figura 48. Areolas juvenils en tallos de las formas [A] ficus-indica y [B] amyclaea. / Leyenda: Espina
principal (e.p), Espina secundaria (e.s), Tricomas (tr), Hoja (h), Gloquidio (gl).

-

Figura 49. Areolas de las formas, [A] ficus- indica (a la que se le ha extraido la hoja para facilitar la
visualizacion), y [B] amyclaea. El asterisco (*) indica pequefias estructuras cuyo destino aun resulta
desconocido, pudiendo crecer para ser otra espina secundaria, o mantenerse de ese tamafio como un
gloquidio. Leyenda: Espina principal (e.p), Espina secundaria (e.s), Tricomas (tr), Hoja (h).
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Las areolas jovenes son practicamente iguales (Figura 48). Consiste en una zona
abultada del tallo, recubierta en su superficie de pequefios tricomas. De ella emerge
una espina principal, muy recta y gruesa. En la f. ficus-indica, alrededor de la espina
central aparecen una o dos espinas de menor grosor, normalmente muy curvadas
(Figura 49A), de forma irregular, mientras que en f. amyclaea son hasta 6 las espinas
que aparecen alrededor de la central (Figura 49B). Estas espinas periféricas tienen una
forma y longitud variable, pudiendo llegar ser mas largas que la propia espina central,
pero nunca mas gruesas. La disposicidn y caracteristicas de las espinas se ajustan a lo

observado cominmente en los cactus y descrito por Mauseth (2006).

Segun pasa el tiempo, comienzan a hacerse mas evidentes las diferencias en las
areolas de ambas formas. Por lo general en la f. ficus-indica las espinas accesorias
desaparecen con el tiempo, manteniendo tan sélo una espina por areola, la central. En
muchas ocasiones la espina central también acaba desprendiéndose, por lo que el
resultado es que los cladodios mas viejos de f. ficus-indica en muchas ocasiones son
parcial o totalmente inermes (Figura 50A). Sin embargo, en la f. amyclaea las espinas
periféricas engrosan y crecen, pasando a tener unas caracteristicas muy similares a la
principal, siendo en muchos casos indistinguibles. Por tanto, los tallos adultos
mantienen de dos a seis largas espinas por areola (Figura 50B).

Por otra parte, los recuentos en el nUmero de areolas por cladodio que hemos
realizado han arrojado datos muy parejos (Tabla 26). Por tanto, las diferencias entre
las areolas de ambas formas consisten en las estructuras que albergan las areolas, no

en la cantidad de areolas per se.

Forma ficus-indica amyclaea
Minimo de areolas en un cladodio 108 107
Maximo de areolas en un cladodio 122 155
Media de areolas por cladodio 1149 +4,7 119,7 +22,1
Densidad (areolas / cm? de cladodio) 0,11 +0,02 0,13 +0,04

Tabla 26. Resultados obtenidos del recuento de areolas por cladodio de ambas formas de O. ficus-indica.
La muestra ha consistido en 10 cladodios de cada especie (n=10).
= espinas

Las espinas adultas de ambas formas difieren principalmente, aparte de por su
cantidad, por sus dimensiones. Mientras que las espinas de f. ficus-indica son
relativamente pequefias y estrechas, en f. amyclaea son de un tamafio mucho mayor,

aproximadamente el doble de gruesas y cuatro veces mas largas (Tabla 27).
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completo de espinas (B), o mantener una espina solitaria de pequefio tamarfio (C). [B] F. espinosa. Todas
sus areolas tienen numerosas espinas de gran tamario.

Forma ficus-indica amyclaea
Longitud maxima medida 11,5 39,1
Grosor maximo medido 1,1 2,1

Tabla 27. Dimensiones de madximas medidas en espinas del cladodio de O. ficus-indica. Muestra de 50
espinas (en 10 tallos diferentes) por forma (n=50). Resultados expresados en mm.

Las espinas de ambas formas son blancas en su zona intermedia, también
conocida como zona de elongacion y diferenciaciéon (Mauseth, 2006). La base tiene un
tono verdoso poco intenso (Figura 51A y C), mientras que la punta varia de tonalidad,
entre un verde claro similar al de la base (Figura 51A) y un verde mucho mas oscuro
(Figura 51B). Esa tonalidad oscura es mas frecuente en la espina de f. amyclaea, que
ademas suele tener una banda, también de color oscuro, a varios milimetros de la

punta, que se va aclarando segun se acerca a ésta (Figura 51C).
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Figura 52. Vista de la superficie de una espina de un tallo de O. ficus-indica f. amyclaea. Células de la
epidermis de la espina dispuestas en mosaico.

En ambas formas, la base y la regién media estan cubiertas por largas células
epidérmicas alargadas, dispuestas en mosaico (Figura 52), sin elementos que
sobresalgan en su lisa superficie. Las dimensiones de estas células son similares en

ambas formas (Tabla 28).
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Forma ficus-indica amyclaea
Longitud media celular 71,7 +11,6 76,7 £15,5
Anchura media celular 22,2 +06,3 17,5 £02

Superficie media celular 1.591,7 1.342,3

Tabla 28. Dimensiones medias de las células ubicadas en la superficie de las espinas de O. ficus-indica. Se
han medido 30 células en 3 espinas distintas (n=30) por forma. Resultados expresados en um.

Sin embargo en la zona apical de las espinas, la ordenacidn superficial cambia.
Las células ya no encajan por completo entre si, y aparecen las barbas, o salientes de
las células de la superficie de la espina, que se solapan sobre las células subyacentes.
Las barbas dificultan la extraccién de las espinas y gloquidios una vez se han clavado en
la piel de cualquier animal que se acerque. Por tanto tiene una funcién protectora de

disuasion de amenazas potenciales.

Si comparamos espinas, la de la f. amyclaea (Figura 53B), al ser mas fina, también

tiene una punta mas aguda y afilada que la espina de la f. ficus-indica (Figura 53A), y

ademas sus barbas son mas estrechas y protuberantes.

Figura 53. Zona apical de espinas de cladodios de O. ficus-indica: f. ficus-indica (A), y f. amyclaea (B). En
los recuadros se aprecian con mds detalle los salientes o barbas de las células de la epidermis de las
espinas. Las barras de escala corresponden a 300 um.
=  Gloquidios

Ademas de las espinas, de la areola del tallo emergen gloquidios. En esencia son
pequefias espinas que se escinden con gran facilidad. Su estudio es problematico ya
gue son escasos y poco sobresalientes, al contrario de lo que sucede en las areolas de

los frutos, donde son muy numerosos y facilmente observables. En muchos casos, en
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los cladodios jovenes, no es posible reconocer si las pequefas estructuras que
emergen de la capa de tricomas de la areola, se trata de gloquidios o de espinas
jovenes emergentes. En los tallos adultos, encontrar los gloquidios puede ser una tarea
mas complicada si cabe. A simple vista |la areola aparenta carecer de gloquidios. Es
necesario hacer uso de la microscopia electrénica para confirmar la presencia de éstos.
Incluso con esta herramienta tan potente, se hace dificil observarlos, ya que son muy
escasos y estan ocultos por la marafia de tricomas que cubre la areola (Figura 54A).
Aparecen agrupados muy juntos, pero no ha sido posible discernir si se disponen con

algun tipo de ordenacion concreta.

Los gloquidios del tallo tienen longitudes que oscilan entre los 400 um y los 700
pum. En nuestras observaciones se ha apreciado que los gloquidios de la forma inerme
tienen una menor longitud que los de la forma espinosa. Sin embargo, se requiere un

estudio en mayor profundidad, ya que la muestra medida ha sido escasa debido a su

dificil observacion.

— :l. ‘. X\m I A i»mﬁ
Figura 54. Areolas de cladodios adultos de O. ficus-indica. [A] Forma inerme. Contiene una espina central
(e.p) de gran tamaiio, una hoja desecada (h), y una marafia de tricomas (tr), que oculta varios gloquidios
(gl) en su interior, ampliados en el recuadro. [B] Forma espinosa. Gloquidios (gl) sobresaliendo de la
marafia de tricomas (tr). / Las barras de escala corresponden a 1 mm para A 'y a 400 um para B.

La hoja

Aunque las hojas estan presentes en todos los cactus, la modificacion evolutiva
de la morfogénesis de las hojas ha llevado a una gran diversidad de tipos de hojas en la
familia (Mauseth, 2006). En la mayor parte de estos casos, han revertido en hojas de
un menor tamafo, en ocasiones tan atrofiadas que caen al poco tiempo de aparecer,
como sucede en las chumberas. Este camino evolutivo permite disminuir las pérdidas

de agua por transpiracion, sin perder una superficie fotosintética significativa, ya que
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los tallos se encargan de esta funcidn. Por tanto, esta es otra de las adaptaciones que

permiten a las chumberas prosperar en climas aridos.

En un principio, las hojas recubren casi por completo los brotes en formacién,
protegiendo asi las areolas y sus espinas, cuando estas ultimas adn no estan
totalmente desarrolladas. El promedio de tamafio alcanzado por estas diminutas hojas
es 5,9y 7,1 mm de longitud media para las formas espinosa e inerme, respectivamente
(Tabla 29). El andlisis estadistico de los datos nos confirma que las hojitas de la forma

espinosa son significativamente mas grandes (P < 0,01) que las hojas de la forma

espinosa.

Figura 55. Hojas de areolas del tallo de O. ficus-indica. La parte de la izquierda de cada hoja corresponde
a la cara adaxial de la hoja (haz), y la derecha a la abaxial (envés). Los recuadros muestran ampliaciones
de la superficie de la hoja, que nos permiten apreciar la existencia, o no, de papilas foliares. [A] Forma
inerme. [B] Forma espinosa. / Las barras de escala corresponden a 1 mm.

En la figura 55 A y B se muestran dos hojas, de la forma inerme y espinosa,
respectivamente. Vemos como las hojas son curvas en su zona madas apical,
acostumbrando a adoptar forma de gancho en el extremo. Ademads, se puede observar

que la superficie de la hoja en determinadas zonas es relativamente lisa, mientras que
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en otras es bastante rugosa, debido a la presencia de unos repliegues de la parte mas
externa de la pared celular de las células epidérmicas denominados papilas foliares.
Generalmente la zona rugosa corresponde con la cara abaxial y la parte mas distal de
la cara adaxial. La superficie lisa se extiende mas bien por el resto de la cara adaxial de

la hoja.
Forma ficus-indica amyclaea
Longitud media 7,1 £0,5 59 +0,5
Minimo medido 6 5
Maximo medido 8 7

Tabla 29. Longitud de hojas del tallo de O. ficus-indica. La muestra ha consistido en 30 hojas por forma
(n=30). Resultados expresados en mm.

estoma

Z.ona
Adaxial
(Haz)

Zona
Abaxial
(Envés)

foliar

Figura 56. Corte transversal de la zona apical de una hoja de O. ficus-indica f. amyclaea, tefiido con azul
de toluidina. Division de zonas adaxial y abaxial. La barra de escala corresponde a 200 um.

La estructura interna de la hoja (Figura 56), es menos compleja que la del tallo.
Simplificando, consiste en una epidermis y un meséfilo, en el que se encuentran
insertos los haces vasculares y las células del mucilago. La epidermis es
uniestratificada, y al contrario que en el tallo, no hay excepciones. Por encima, la
epidermis estd cubierta por una fina cuticula, y por debajo, se encuentra el meséfilo,

compuesto por células de parénquima desordenadas y redondeadas. Por tanto,
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comparando con el tallo, desaparecen tejidos como el colénquima y la médula, y
también se pierde la ordenacidon en empalizada del parénquima. No se han encontrado

cristales de calcio.

Ademas, en la estructura interna de la hoja se aprecian dos zonas bien
diferenciadas (Figura 56), en las que las caracteristicas y dimensiones de los tejidos
varian en mayor o menor medida. Estas dos regiones son la adaxial (el haz de la hoja) y
la abaxial (el envés). La ubicacién del floema marca la frontera entre ambas zonas, y
cada una ocupa aproximadamente una mitad del volumen de la hoja. En la zona

adaxial se encuentran los haces vasculares y la mayor parte de los estomas, mientras

que en la zona abaxial se concentran las células de mucilago y las papilas foliares.

Y .- 3 § »
:/
,
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Figura 57. Cortes de una hoja de O. ficus-indica f. amyclaea, tefiidos con azul de toluidina. [A] Corte
transversal, zona basal. Forma achatada, mds ancha que alta. [B] Corte transversal, zona apical. De
forma circular. [C] Corte longitudinal. Los haces vasculares principales estdn interconectados por venas
menores (puntas de flecha). Se aprecian los engrosamientos del xilema (x) y las células de floema (f),
vivas y nucleadas. / Leyenda: Epidermis (ep), Papila foliar (pf), Mesdfilo (mf), Célula de mucilago (m),
Estoma (*), Haz vascular (hv), Xilema (x), Floema (f). Las barras de escala corresponden a 200 um.
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La simetria de las hojitas no es la tipica de una hoja con lamina bifacial. El
mesofilo no se puede subdividir en parénquima en empalizada y lagunar. Por otra
parte la lamina no es de contorno aplanado, sino que es elipsoidal en las partes basales
y medias, y practicamente circular en su regién mas distal (Figura 56 y Figura 57A). Por
lo general, si la forma es elipsoidal, las hojas son mas anchas que altas, aunque en
ocasiones sucede lo contrario (Figura 58B). Al existir menos espacio disponible en la
zona apical, los tejidos vasculares, que en la zona basal se agrupan frecuentemente en
cinco haces, aqui convergen en un numero menor de haces. En secciones
longitudinales de la hoja se puede apreciar perfectamente que los haces foliares estan

interconectados y forman una especie de red (Figura 57C).

No hay diferencias notables en cuanto a la forma de las hojas en ambas formas,
inerme y espinosa. En los dos casos, la zona basal de la hoja puede adquirir un
contorno variable aunque tienda a la forma elipsoidal (Figura 58A y B), mientras que la

zona apical adquiere una forma circular.

Figura 58. Zona basal en corte transversal de la hoja. Tincion con azul de toluidina. [A] F. inerme. Hoja
mads ancha que alta con una forma ligeramente triangular, por el abultamiento de la zona abaxial. [B] F.
espinosa. Hoja estrecha y mds alta que ancha. / Leyenda: Epidermis (ep), Papila foliar (pf), Célula de
mucilago (m), Mesdfilo (mf), Haz vascular (hv). Las barras de escala corresponden a 200 um.

Epidermis

La epidermis foliar de O. ficus-indica estd recubierta externamente por una
cuticula que es semejante en ambas caras de la hoja (adaxial y abaxial) y formas
taxondmicas (inerme y espinosa). Es una capa muy fina, de menor grosor incluso que la
cuticula del tallo. Tiene un espesor medio de 1,6 + 0,4 um, habiéndose obtenido

valores entre los 1,1 y los 2,3 pum.

Las células epidérmicas forman una capa de células encajadas entre si como

piezas de un rompecabezas mediante unos bordes sinuosos (Figura 59). La forma de
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estas células es variable, aunque la dimensién mds corta suele ser la altura. La
superficie de la hoja es rugosa porque muchas de las células epidérmicas tienen
abombada su cara mas externa (Figura 59). Este fendmeno se intensifica en las zonas
en las que aparecen papilas foliares, unos marcados abultamientos en la pared

periclinal externa de las células epidérmicas (Figura 60 Ay B).
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'13.00 kV| 6.0 | 800 x |5.0 mm|GSED|373 pym '3.00 kV 6.0 800 x |5.4 mm GSED 373

Figura 59. Superficie de hojas de O. ficus-indica vistos mediante SEM. Las células de la epidermis (ep)
tienen bordes sinuosos y son abultadas. Entre ellas aparecen algunos estomas (flechas). Uno de ellos
tiene el ostiolo abierto (*). [A] Forma inerme, zona abaxial. [B] Forma espinosa, zona abaxial.

Las dimensiones celulares de la epidermis cambian en funcién de la regién de la
hoja y la forma de chumbera (Tabla 30). Diferenciando entre zonas, las alturas
celulares de la epidermis varian significativamente (P < 0,01), en ambas formas. Estas
diferencias resultan légicas, teniendo en cuenta que las papilas foliares (células muy
altas) aparecen principalmente en el envés. Comparando las formas inerme y espinosa,
resulta que el grosor de su epidermis adaxial es significativamente diferente (P < 0,01).
Sin embargo, en el caso de la epidermis abaxial no hemos podido probar diferencias
significativas de grosor (P > 0,05).

Forma ficus-indica amyclaea
Altura de células epidérmicas. Zona adaxial 27,1 £ 06,0 32,4 +07,5
Altura de células epidérmicas. Zona abaxial 34,4 +16,4 37,2 £12,3
Anchura de células epidérmicas. Zona adaxial 34,9 +11,0 42,8 +13,7
Anchura de células epidérmicas. Zona abaxial 42,4 +15,0 44,5 +16,1

Tabla 30. Dimensiones celulares de la epidermis de la hoja. Se han tomado 60 mediciones en 3 hojas
distintas por cada forma (n=60). Resultados expresados en um.

Las papilas foliares son mas frecuentes y de una mayor longitud en las células
epidérmicas abaxiales que en las adaxiales. En la regidn abaxial aparecen tanto en la

zona basal de la hoja, como en la apical, pero tienen una mayor longitud en ésta
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ultima. En cambio, en la zona adaxial las papilas foliares practicamente sélo aparecen

en la zona apical de la hoja, ya que son muy escasas en la zona adaxial basal.

/

det | HFW HV spotmags WD | det | HFW
.00 kV| 6.0 | 800 x |5.5 mm|GSED|(373 ym 3.00kV 6.0 | 800 x 5.0 mm|GSED)|373 um

Figura 60. Superficie de hojas de chumbera, observada mediante microscopia electronica. Abundan las
papilas foliares (pf), y también aparecen algunos estomas (flecha). [A] F. inerme, zona adaxial apical. [B]
F. espinosa, zona abaxial apical.

Analizando las formas inerme y espinosa, no hemos detectado diferencias
notables en la cantidad y la longitud de las papilas foliares (Tabla 31). Las diferencias

encontradas no han sido estadisticamente significativas (P > 0,05)

Forma ficus-indica amyclaea
Longitud media 29,52 +10,32 27,71 +08,39
Longitud mdaxima 57,0 51,0
Longitud minima 14,3 14,7

Tabla 31. Longitud de las papilas foliares de hojas de O. ficus-indica. Se han medido 50 papilas foliares en
8 hojas por cada forma (n=50). Resultados expresados en um.

Estomas

Los estomas de la hoja son diferentes a los del tallo. En estos estomas foliares,
las células oclusivas estdn acompafadas, cada una, por dos células subsidiarias cuyos
ejes longitudinales son paralelos a los de las oclusivas y la apertura del estoma (Figura
61). A esta distribucion del complejo estomatico se la denomina paracitica o rubiacea
(Fahn, 1974; Prabhakar, 2004). Otra diferencia encontrada respecto al tallo, es la
ausencia de acumulaciones de cuticula sobre las células oclusivas (Figura 62B y D),
frecuentes en los estomas del tallo (Figura 28A y Figura 29A y B).

En la forma inerme, tanto las células oclusivas como las subsidiarias se situan al
mismo nivel que la epidermis (Figura 62A), o ligeramente por encima (Figura 62B), por
lo que no sobresalen en gran medida. Lo mismo sucede en la forma espinosa (Figura
62Cy D).
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Figura 61. Estomas en cortes tangenciales de la superficie de hojas de O. ficus-indica, tefiidos con azul de
toluidina. Su estructura estd formada por dos células ocluyentes (co) y cuatro anexas (ca). También se
ven células de la epidermis (ep). [A] F. inerme. [B] F. espinosa. / Las barras de escala corresponden a 100

um.

whFy = L.

Figura 62. Estomas de hojas de O. ficus-indica en vistas superficial y transversal. [A'y B] F. inerme. [Cy D]
F. espinosa. / Leyenda: Célula oclusiva (co), Cél. anexa (ca), Cdmara subestomdtica (cs), Epidermis (ep),
Papila foliar (pf), Mesdfilo (mf). Tincion con azul de toluidina en By D. Las barras de escala corresponden
a30umparaAyC,ya 100 um para ByD.
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Respecto a la diferencia entre las dos caras foliares, se ha observado que en
ambas formas la epidermis adaxial tiene una mayor densidad estomatica que la abaxial
(Tabla 32). De igual modo, se ha comprobado que la forma espinosa tiene una mayor
cantidad de estomas por mm? que la forma inerme. Ambas diferencias (entre caras y

formas) se han demostrado significativas (P < 0,05).

Forma ficus-indica amyclaea
Zona Adaxial 15,2 +£3,7 20,6 £6,6
Zona Abaxial 12,7 £3,2 16,5 +4,3

Media 14,0 £3,6 18,5 +5,9

Tabla 32. Densidad estomdtica (estomas/mm°) de la superficie de hojas de chumbera comun, en funcion
de la zona. Se han tomado 50 medidas en 5 hojas distintas (n=50) por forma o especie.

Curiosamente, la densidad estomatica ha sido mayor en la hoja que en el tallo
para la forma inerme, y a la inversa en la forma espinosa. Sin embargo, la diferencia es

de pequeiia entidad como para sacar conclusiones de tal hecho.

Por otra parte, nuestros resultados difieren en muy pequeifa medida a los
recopilados para la subfamilia Opuntioideae por Terrazas y Mauseth (2002), 12
estomas/mm?, de tal modo que su comportamiento se ajusta con bastante fidelidad a
la del resto de integrantes de dicha subfamilia.

Finalmente, reflexionando sobre si el nimero de estomas y las caracteristicas de
estos tuvieran alguna relacién con una mejor o peor adaptacién de ambas formas a
ambientes xéricos, hemos concluido que, al ser tan efimeras las hojitas, no pueden
repercutir de una manera lo suficientemente importante como para otorgar alguna
ventaja. Como ya se ha comentado, la principal ventaja adaptativa que aporta la hoja a
las chumberas, es que su ausencia les evita pérdidas de humedad por transpiracion. De
tal modo, el estudio de este factor, al igual que el del resto de rasgos de la hoja, centra
su interés en aspectos de caracter taxondmico (para comparar ambas formas, o frente

a otras especies), y no respecto a la funcionalidad.

Mesdfilo

El mesdfilo consiste en células de parénquima, redondeadas, y aparentemente
dispuestas sin una organizacién determinada. El tamafio de las células del meséfilo es
diferente en funcién de la zona en la que se encuentre. Esto se aprecia visualmente,
pero también lo hemos comprobado estadisticamente. Las mediciones del area media
de las células en secciones transversales de la hoja en las zonas adaxial y abaxial (Tabla

33) han arrojado datos significativamente diferentes (P < 0,001). En concreto, en
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nuestras mediciones, las células de la zona abaxial en ambas formas han sido un 41%
’

mayores que las mismas de la zona adaxial.

Forma ficus-indica amyclaea
Area celular, zona adaxial 2.986 +613 2.811 +717
Area celular, zona abaxial 4.213 +728 3.985 +757

Tabla 33. Area media de las células del mesdfilo en cortes transversales de la hoja. Se han tomado 44
medidas en 4 hojas distintas (n=44) por cada forma. Resultados expresados en umz.

Por otra parte, la comparativa entre las células del mesdfilo de ambas formas ha
diferido tan sélo en un 6%. Del andlisis estadistico de estos datos, se ha extraido que
esta diferencia no es lo suficientemente grande como para ser significativa (P > 0,1).

Células de mucilago

Las células de mucilago son semejantes a las encontradas en el tallo. Por lo
general, existe un gradiente por el cual las mayores concentraciones de las células de
mucilago se encuentran en la zona abaxial (cercanas a la epidermis), y en la zona distal,
aunque en la zona de unidn de la hojita con la areola también se encuentran en gran
numero. También hemos observado que la hoja de la forma espinosa tiene contenido

en células de mucilago muy superior al de la forma inerme (Tabla 34).

Forma ficus-indica amyclaea

Area ocupada por el mucilago

j . 4,3 +13 8,9 +1,1
respecto al drea total de la hoja (%)

Tabla 34. Porcentaje del drea total que ocupan las células de mucilago en cortes transversales de la zona
central de hojas de chumbera comun. Se han empleado 5 hojas por forma para su cdlculo (n=5).

Tejidos conductores

Los haces vasculares se encuentran en la mitad adaxial de la hoja. El floema se
sitia en las zonas centrales de la hoja, marcando la frontera entre las zonas adaxial y

abaxial, mientras que el xilema se encuentra mas cercano al haz.

Como se ha comentado previamente, son 5 los haces vasculares que recorren la
hoja en direccién axial, desde la base hacia el apice, aunque segln se acercan al apice
se van uniendo. El haz situado en medio de la fila de haces, es el que denominamos
haz vascular central (Figura 63A y C), y es el de mayor tamafio. Su anchura es mas del
doble que la de los llamados haces vasculares periféricos (Figura 63B y D). Estos
ultimos tienen de dos a cuatro columnas celulares, y en ocasiones aparecen
deformados (Figura 63D), como si las células del meséfilo circundantes empujaran y

dieran forma a los haces vasculares.
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- - SRR & N
Figura 63. Haces vasculares en corte transversal de hojas de O. ficus-indica. Tincion con azul de toluidina.
[A] F. inerme, haz central. [B] F. inerme, haz periférico. [C] F. espinosa, haz central. [D] F. espinosa, haz
periférico. / Leyenda: Floema (f), Restos del procambium (rpc), Xilema (x). Las barras de escala equivalen
a 50 um.

Al igual que en el tallo, los haces vasculares se componen de floema y xilema.
Entre ambos encontramos los restos del procambium, compuesto por generalmente
dos filas de células sin actividad meristematica y con una morfologia de tipo
parenquimatico. Por tanto, no existe un crecimiento secundario en la hoja, lo cual es
légico teniendo en cuenta la corta vida de ésta, algo que es muy frecuente entre los
cactus, ya que dentro de la familia, sélo M. poeppigii, Pereskiopsis, Quiabentia y

Austrocylindropuntia tienen hojas persistentes (Mauseth, 2006).

El floema consiste en una masa de células vivas con una disposicidn
aparentemente desordenada, en concreto lo conforman elementos de los tubos

cribosos y sus células acompafiantes. Los elementos de los tubos cribosos a su vez
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estdn conectados por placas cribosas, perforadas para permitir el transporte de la
savia elaborada. La masa de células del floema, en relacion al tamafo del haz vascular,
ocupa poco espacio. El xilema, por su parte, esta formado por células de parénquima
del xilema, y por trdqueas (células muertas) con paredes con engrosamientos
secundarios en anillo o hélice (Figura 64). El xilema ocupa la mayor parte del volumen

del haz, ya que sus componentes son grandes y numerosos. Al igual que en el tallo, los

haces vasculares carecen de fibras.

Figura 64. Engrosamiento del xilema en hojas de chumbera. Tincién con azul de toluidina. [Ay B]‘ F.

inerme. Engrosamientos helicoidales (recuadro rojo), y anulares (en B). [C] Forma espinosa.
Engrosamientos anulares. / Las barras de escala corresponden a 50 um.

Comparando entre ambas formas no hemos encontrado diferencias
significativas. Tan sélo nos ha llamado la atencion que los engrosamientos secundarios
helicoidales del xilema son practicamente inexistentes en la forma espinosa, mientras
que en la inerme se pueden encontrar con relativa facilidad, aunque predomine el

engrosamiento anular.

La raiz

Las raices son las encargadas de absorber agua y nutrientes del suelo, para su
posterior distribucidon por toda la planta. En la chumbera comuin, hemos podido
apreciar diferencias en las dimensiones de las raices de ambas formas. Las raices de la

forma inerme son alargadas, finas y con gran cantidad de raices laterales (Figura 66A).
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Las raices de la forma espinosa tienen una morfologia mds variable. Se pueden
encontrar raices muy parecidas a las de la forma inerme, pero también son frecuentes
otras raices mas cortas y gruesas (Figura 66B), y con un menor numero de raices

laterales, de menor longitud también.

O. ficus-indica
[ ficus-indica

O. ficus-indica
- amyclaea

Figura 65. Raices de 12 dias de O. ficus-indica f. inerme (arriba) y espinosa (abajo). Las flechas indican
raices laterales cortas, intercaladas entre otras mds largas. La barra de escala equivale a 10 cm.

Figura 66. Raices adventicias de 30 dias de edad, cultivadas en el laboratorio. O. ficus-indica: [A] f. ficus-
indica. [B] f. amyclaea. / Las barras de escala son iguales y equivalen a 10 cm.
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Se ha estudiado la estructura interna de las raices, y su desarrollo o evolucién
con el paso del tiempo. Los cortes histoldégicos nos revelan que la raiz tiene un
crecimiento secundario que cambia considerablemente su estructura interna (Figura

67Ay B), como veremos en el apartado de desarrollo.

azul de toluidina. [A] Zona cercana al dpice, en la que todavia no ha comenzado el crecimiento
secundario. [B] Zona de mds de un mes de edad. / Leyenda: Cilindro vascular (cv), Corteza (ctz),
Epidermis (ep), Felodermis (fd), Felema o suber (fm). Las barras de escala corresponden a 100 um en Ay
200 um en B.

Estructura interna

Epidermis

El tejido mas externo de la estructura primaria de la raiz es la epidermis. Las
células de la epidermis tienen paredes celulares delgadas (Figura 69) que forman una
capa simple de una altura media bastante variable (Tabla 35). En comparacién con la
epidermis del tallo, la epidermis radicular o rizodermis, no presenta una cuticula bien

desarrollada.

Forma ficus-indica amyclaea

Grosor medio 14,3 £4,0 12,5 £3,7
Minimo medido 06,0 05,5
Maximo medido 26,0 27,2

Tabla 35. Grosor de la epidermis de raices de dos formas de O. ficus-indica. Se han tomado 240 medidas
en 8 regiones diferentes por cada forma (n=240). Los resultados estdn expresados en um.

La tabla 35 también refleja una pequefa diferencia en el grosor de la epidermis

entre las dos formas de O. ficus-indica, siendo algo mas gruesa en la forma inerme
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(14,3 £ 4 um) que en la espinosa (12,5 + 3,7 um). La diferencia, aunque pequefia, es

estadisticamente significativa (P < 0,001).

De algunas de las células de la epidermis surgen pelos radiculares (Figura 68,
Figura 69), que son prolongaciones celulares hacia el exterior. La longitud de los pelos
radiculares es notable, pudiendo superar con creces los 100 um. Buen ejemplo es el
pelo radicular mas largo de la figura 69, cuya la longitud es 130 um. Sin embargo, ésta
solo es la parte visible en el plano del corte, pero teniendo en cuenta que los pelos se

expanden en tres dimensiones, es muy probable que la longitud sea mucho mayor.

epidermis (ep) se proyectan algunos pelos radiculares (puntas de flechas), de los cuales sélo se puede
apreciar una pequefia parte, por no encontrarse alineados con el plano de corte. Bajo la epidermis se
halla la corteza primaria (ctz). Las barras de escala equivalen a 100 um.
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Figura 69. Raiz de O. ficus-indica, forma espinosa. Corte transversal de una region de 9 dias de edad.
Algunos pelos radiculares (puntas de flechas) crecen a partir de la epidermis (ep). Ya que la observacion
se ha realizado a partir de cortes, los pelos, que tienen un curso muy sinuoso, sélo han podido ser
avistados en fragmentos parciales, no en su longitud total. Bajo la epidermis se encuentra el tejido
cortical (ctz). Las barra de escala corresponde a 100um.

Tejido cortical

Subyacente a la epidermis se encuentra el tejido cortical, dentro del cual se
pueden encontrar, de mas externo a mas interno, la hipodermis, la corteza primaria, y

la endodermis.
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La hipodermis es la capa mas externa del tejido cortical, y estd formada por una
capa de células vivas con paredes no lignificadas. Son células semejantes a las de la

corteza, pero generalmente de un tamafio algo menor.

En muchas otras especies, esta capa adquiere el nombre de exodermis, y tiene
algunas particularidades. Estas caracteristicas consisten en que las paredes celulares
estan suberizadas, y ademds desarrollan bandas de Caspary, lo cual no parece suceder
en las chumberas. Al menos, en nuestras observaciones no hemos podido detectar
dicha banda utilizando una técnica de microscopia de fluorescencia (Brundrett et al.,
1988), caracteristica por ser muy sensible a la lignina y suberina, principales

componentes de dicha banda.

La exodermis tiene funcion de proteccion y ayuda a evitar la pérdida de agua de
la raiz al suelo, controlando los flujos mediante la banda de Caspary. La ausencia de
este tejido significa que las regiones mas externas de la raiz tienen un grado de
indefensidon mayor. En el caso de la chumbera comun, dicha ausencia puede tener su
explicacion en que los tejidos mas externos se pierden con relativa rapidez (a partir del
mes de edad), siendo sustituidos por la peridermis, en la que existen células con
depdsitos de suberina y celulosa, constituidos por [dminas que adoptan una forma en
“u”, que si protegen frente a la desecacién. De tal modo, la proteccidn de estos tejidos
efimeros probablemente no sea una prioridad, y la cantidad de agua perdida (por la
falta de una exodermis) durante ese corto periodo de tiempo no serd relevante. Asi,
hipotéticamente, la ausencia de exodermis no deberia repercutir en grado sumo a la
salud de la raiz y la planta. No obstante, seria de interés la realizacidn de analisis que

determinen el impacto real de esta situacidn.

Forma ficus-indica amyclaea

Area 3.214,0 +831,0 2.366,1 +412,6
Minimo medido 1.936,0 1.508,3
Maximo medido 4.758,0 3.231,4

Tabla 36. Area media medida en las células de la zona central de la corteza, en cortes transversales de
raices de O. ficus-indica en su forma inerme y espinosa. Los datos corresponden a regiones de la raiz de 6
dias de edad. El tamafio de la muestra es de 60 medidas de 3 raices diferentes por cada forma (n=60).
Los resultados estdn expresados en umz.

La corteza propiamente dicha consiste en células parenquimaticas de gran
tamafio, que presentan una forma redondeada cuando son seccionadas
transversalmente y con abundantes espacios intercelulares entre ellas (Figura 70).
Existe un gradiente en su tamaiio, de modo que las células centrales son las de mayor
tamafio, y segln se disponen mas cerca del cilindro vascular o de la epidermis,

disminuyen su tamafio. Los resultados de las mediciones de tamafio celular de la
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corteza (Tabla 36), indican que las células de la corteza radicular son de mayor tamafio

en la forma espinosa que en la inerme.

Figura 70. Cortes transversales de raices de O. ficus-indica. Tincion con azul de toluidina. Las células de la
corteza primaria (ctz) son de un gran tamafio en comparacion con el resto de tipos celulares.
Redondeadas y con abundantes espacios intercelulares. [A] Forma inerme. Zona de un dia de edad. [B]
Forma espinosa. Zona de 3 dias de edad. / Leyenda: Epidermis (ep), Corteza (ctz), Endodermis (ed),
Periciclo (pc), Cilindro vascular (cv). Las barras de escala corresponden a 100 um.

Aunque su aspecto difiera algo respecto al resto del tejido cortical, la
endodermis (Figura 73) también forma parte de éste. Es una capa simple localizada
inmediatamente por fuera del periciclo. Las células de la endodermis son de un
tamafio semejante a las de las células mas internas de la corteza. Son células de una
morfologia variable, ya que sus paredes celulares pueden ser bastante sinuosas y
delgadas. Sin embargo, en sus paredes radiales y transversales tienen una pequefia
region engrosada que contiene suberina y/o lignina (Pefia, 2011), y forma una especie
de red tridimensional alrededor de las células de la endodermis que impide el paso de
sustancias al cilindro vascular por via apoplastica. Esta estructura es la banda de
Caspary, y permite a la raiz seleccionar las sustancias que penetran en el cilindro

vascular.

Como veremos mds adelante, la raiz tiene un crecimiento secundario por el cual
pierde la epidermis y el tejido cortical. Esto, observado por Dubrovsky y North (2002)
en regiones de entre dos y tres meses, ha sido observado por nosotros en regiones aun

mas jovenes, a partir del mes de edad.

Peridermis

El lugar que ocuparon los tejidos desprendidos a los que nos hemos referido
anteriormente, es decir, los mas externos de la raiz, es ocupado por la peridermis.

Entendemos por peridermis al conjunto de tres tejidos: felégeno, felodermis y suber.
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Figura 71. Corte t as
inerme (A), y espinosa (B). La edad de esta zona de la raiz tiene 60 dias. En ellas se puede observar como
el felégeno (fg) se esta dividiendo hacia fuera formando el felema (fm) o suber, y hacia dentro formando
la felodermis (fd). La punta de flecha marca una serie de células con sus paredes radiales y tangenciales
engrosada con suberina. Tincion con azul de toluidina. Las barras de escala equivalen a 100 um.

El felégeno (Figura 71A y B, Figura 72), consiste en una capa de una fila o dos de
células rectangulares (vistas en seccion transversal), alargadas en el plano tangencial.
Es un tejido con actividad meristematica, que produce felodermis hacia el interior de la
raiz, y suber hacia el exterior. El felégeno se forma entre los 3 y 9 dias a partir de
divisiones periclinales de las células del periciclo. En especies del mismo género, se ha
observado felégeno completamente formado y funcional en regiones de raices de 6

dias de edad (Freeman, 1969), con un comportamiento similar al observado por

nosotros en O. ficus-indica.

-
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Figura 72. Corte transversal de una raiz de la forma inerme. Region de 9 dias de edad. La corteza
primaria (ctz) estd comenzando a separarse. Debajo de ella el felégeno (fg) estd produciendo felodermis
(fd) que ocupa la zona exterior a los tejidos vasculares. Se pueden observar masas de floema (f), xilema
(x), y entre ellos el cambium (flecha). Tincién con azul de toluidina. La barra de escala corresponde a 100

um.

La felodermis (Figura 71A y B, Figura 72), consiste en células parenquimaticas
vivas, de caracteristicas y tamano similares a las de la corteza o la médula. Ocupa la

region de la raiz inmediatamente exterior a los tejidos vasculares.

~114 ~



~ Cap.2 ~ Resultados y Discusién: La raiz

El suber o felema (Figura 71A y B), inicialmente estd constituido por células de
forma rectangular con unas paredes celulares muy finas impregnadas de suberina.
Generalmente tienen una disposicién muy ordenada, sin espacios extracelulares entre
ellas. Este tejido ocupa la region mas externa de la raiz tras el desprendimiento de la
epidermis y corteza primaria. En el felema de la forma inerme es frecuente diferenciar
un engrosamiento de la pared en forma de “U” (Figura 71A). Este engrosamiento esta
constituido basicamente por ldminas de suberina y celulosa similar al descrito como
estadio lll de desarrollo de la endodermis de la raiz (Clarkson y Robards, 1975).
Probablemente, la aparicion de este engrosamiento sea una medida de proteccién
frente a la desecacidén, ya que la suberina tiene cualidades impermeables. Por tanto,
estamos hablando de otra estrategia adaptativa mas de la chumbera comun frente a

ambientes aridos.

Cilindro vascular

El cilindro central o vascular ocupa la zona mas interna de la raiz. En la estructura
primaria, su limite externo estd definido por el periciclo (Figura 73), una capa de
células de aspecto parenquimatico, pero potencialmente meristematicas. Aunque no
es lo comun en los cactus, donde el periciclo acostumbra a ser pluriestratificado
(Dubrovsky y North, 2002), en la chumbera comun el periciclo generalmente es
monoestratificado, si bien es cierto que también se han observado regiones de

caracter pluriestratificado, lo cual sucede con mayor frecuencia en las zonas

enfrentadas a los polos de xilema (Figura 74), aunque no exclusivamente.

L = B I SA e <A
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Figura 73. Limite del cilindro vascular con la corteza. Raices de O. ficus-indica. Se han coloreado la
endodermis (amarillo) y el periciclo (violeta) para facilitar su localizacion. [A] Forma inerme, region de 3
dias de edad. [B] Forma espinosa, region de 1 dia de edad. / Leyenda: Corteza (ctz), Endodermis (ed),
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Periciclo (pc), Polo de floema (pf), Polo de xilema (px), Médula (med). Las barras de escala equivalen a
100 um.

¥ G - & Fa
Figura 74. Corte transversal del cilindro vascular de una raiz de O. ficus-indica f. inerme. Para facilitar la
localizacion, estdn coloreados la endodermis (ed, de amarillo), y el periciclo (pc, violeta). En esta regidn,
el periciclo es principalmente pluriestratificado (pcp), aunque también se observan algunas pequefias
zonas monoestratificadas (pcm). En la fotografia se pueden observar también polos de floema (f) y de
xilema (x). La barra de escala equivale a 50 um.

=
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raices de O. ficus-
indica f. inerme (A) y espinosa (B).Leyenda: Floema (f), Cambium fascicular (cf), Cambium interfascicular
(cif), Xilema (x), parénquima radiomedular (prm). Las barras de escala equivalen a 100 um.

El sistema vascular estd compuesto por cordones de tejidos vasculares (Figura
75A y B), en los que se hallan el xilema y el floema, y entre ambos el cambium
fascicular. Entre los cordones de tejidos vasculares vecinos, se encuentran numerosas

células de parénquima de la estela formando los radios de parénquima radiomedular.
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El sistema vascular de esta especie es poliarca, es decir, las raices poseen numerosos

(mds de cinco) polos de protoxilema rodeando la médula.

El haz de floema se encuentra en la parte mas externa de cada corddn de tejido
vascular. Estd formado por elementos o miembros de los tubos cribosos y sus células

acompafiantes. Estos haces son similares a los presentes en el tallo.

Los mismo se puede decir del xilema, en general muy similar al presente en el
tallo. Los engrosamientos de sus paredes secundarias también son generalmente
helicoidales o anulares (Figura 76). Sin embargo, la proporcién de parénquima del
xilema frente a las traqueas es muy inferior en la raiz comparativamente con el tallo,

ya que las células de parénquima son muy escasas.

El cambium fascicular tiene como funcion el crecimiento secundario de la raiz, ya
que tiene actividad meristematica. Asi, se encarga de generar floema secundario hacia
el exterior, y xilema secundario hacia el interior. Lo conforman entre 2 y 4 filas de
células de paredes estrechas. A partir de determinadas edades de la raiz (al menos 60
dias), el cambium fascicular forma una banda continua y circular a través de los
cordones vasculares (cambium fascicular) y del parénquima radiomedular (cambium
interfascicular). Para que esto suceda, previamente se ha tenido que formar el
cambium interfascicular en la regién del periciclo frente al xilema, y se han tenido que
alinear ambos cambiums. Esto es posible gracias a la redistribucién de los tejidos

internos debido a la generacién de nuevas células los tejidos meristematicos activos.

Figura 76. Seccion longitudinal de vasos de xilema en una raiz de O. ficus-indica f. amyclaea, en la que se
aprecian engrosamientos helicoidales y anulares. La barra de escala equivale a 100 um.

No se han encontrado diferencias resefables en los tejidos vasculares de ambas
formas. Sin embargo, entre diferentes raices de la misma forma y edad, se puede
apreciar que la cantidad de xilema y floema generado puede ser distinta (los cordones

de una raiz pueden ser bastante mas altos que los de otra), lo cual es indicativo de que
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probablemente el ritmo de produccion celular del cambium fascicular no sea fijo en
todas las raices, y pueda depender de otros factores. Por otra parte, los cordones de
tejido vascular de una misma raiz si que mantienen un tamafio y morfologia similar

entre ellos.

La médula (Figura 77) también forma parte del cilindro vascular. Consiste en
células de parénquima, redondeadas y con espacios extracelulares entre ellas, que se

sitian en la zona mas central del cilindro vascular, y por extensidn, de la raiz.

Células de mucilago y cristales de calcio

En raices adultas, de al menos 30 dias de edad, entre las células de la peridermis,
del parénquima radiomedular y de la médula, se pueden encontrar células de mucilago
con relativa frecuencia (Figura 77A y B), dependiendo de la raiz. En nuestras
observaciones, las células de mucilago parecen ser mds abundantes en la forma

inerme que en la espinosa, sin embargo se requiere un estudio mdas pormenorizado

para sacar conclusiones firmes.

Figura 77. Region de 60 dias de dos raices de la forma inerme de O. ficus-indica. En las fotografias se
pueden observar células de mucilago (cm) tanto en la peridermis (pd) como en la médula (med).
También se aprecian numerosas drusas (d) en la peridermis y en el parénquima radiomedular que rodea
los tejidos vasculares (tv). Las barras de escala equivalen a 300 um.

De igual modo, en las células de la peridermis y del parénquima radiomedular, se
pueden encontrar drusas (Figura 77A y B). Son mas abundantes en las cercanias del
floema. Es entre el mes y los dos meses de edad de la raiz, cuando comienzan a
aparecer las drusas. Dependiendo de la raiz, pueden ser unas pocas o muy
abundantes. Parece que en las raices de la forma inerme las drusas son mas

abundantes que en las de la espinosa.
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Crecimiento de la raiz adventicia

Durante el periodo de 12 dias en el que se ha analizado su crecimiento, las
raices de O. ficus-indica han crecido en el medio acuoso a un ritmo aproximado de 22
mm/dia. En determinadas raices se han podido apreciar incrementos de longitud
diarios algo menores al principio y al final, aunque estas diferencias no han resultado
estadisticamente significativas. Se ha observado que con el paso del tiempo, el ritmo
de crecimiento se reduce, aunque de una manera poco pronunciada. Con respecto al
comportamiento de las dos formas taxondmicas, en la figura 78 se puede ver que el
crecimiento es muy similar durante el periodo analizado. Por ello, el crecimiento de las
raices adventicias no parece ser un buen pardmetro para evaluar diferencias

taxondmicas entre plantas estrechamente relacionadas.

Longitud de la raiz mm
- 350

- 300
- 250
- 200
- 150
- 100

dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

O. ficus-indica (f. ficus-indica) —e— 0. ficus-indica (f. amyclaea)

Figura 78. Seguimiento del crecimiento de raices de O. ficus-indica en sus formas inerme y espinosa
durante sus primeros 12 dias. El tamafio de la muestra es de 10 raices por cada forma.

En cuanto al desarrollo de los tejidos, a lo largo del tiempo de crecimiento, la raiz
ha sufrido una serie de modificaciones que han provocado que su estructura interna
inicial y final hayan sido muy diferentes. En este apartado explicamos los procesos que
sufre la raiz, y en qué momento suceden. Este dato es aproximado ya que la velocidad
de crecimiento y maduracion de los tejidos no han sido del todo igual entre raices, por
lo que los tiempos pueden oscilar ligeramente, no sélo entre las dos formas, sino que

también entre las distintas raices de una misma planta.

En las zonas muy cercanas al apice, y por tanto de corta edad, el cilindro vascular
estd constituido por células relativamente indiferenciadas un tanto dificiles de

catalogar, tanto desde un punto de vista morfolégico como funcional (Figura 79A).
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Figura 79. Cortes transversales de una raiz de la forma inerme, tefiidos con azul de toluidina. En el
intervalo A-D se muestra el desarrollo de los tejidos vasculares con el tiempo. [A] Zona cercana al dpice,
de menos de un dia de edad. Los haces vasculares (tejido vascular primario) apenas se han comenzado a
diferenciar. [B] Zona de dos dias de edad, situada a 20-30 mm del dpice. Aparecen polos de floema (f), y
xilema (x) intercalados. Comienzan a llevarse a cabo divisiones celulares periclinales (flecha) en la region
en la que se estd activando el cambium fascicular. [C] Zona de 9 dias de edad, aproximadamente a unos
230 mm del dpice. El cambium fascicular (flecha) ya estd completamente formado y ocupa de 2 a 5 filas
de células. Hacia el interior ha ido formando xilema (x) y hacia el exterior floema (f). Todavia se
mantienen vasos de xilema primario intercalados (circulos), y la médula ha quedado reducida a un
espacio mds reducido. [D] Zona de un mes de edad, aproximadamente a 540 mm de distancia del dpice.
Los tejidos vasculares cubren mucha mds extension que antes y amplios sectores de la médula y la
corteza, introduciendo en su estructura a los vasos que anteriormente estaban intercalados entre los
polos de floema. Las masas de tejido vascular ahora estdn separadas por pocas columnas de
parénquima. Estdn compuestos por una region de floema (f) hacia el exterior, una region de xilema hacia
el interior (x), y entre ambas, el cambium fascicular (flecha). / Las barras de escala corresponden a 50
um.

Posteriormente las células del procambium comienzan a diferenciarse en las
zonas mas externas del cilindro vascular, dando lugar a polos de floema y de xilema
con una disposicién alternante (Figura 79B, Figura 81A y B). Esta situacion persiste

mientras la raiz esta en la fase de crecimiento primario.
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Sin embargo, aproximadamente a partir del 2° dia de edad, el procambium
inmediatamente mas interno a los polos de floema se desdiferencia y forma el
cambium fascicular (Figura 79 B, Figura 81C), uno de los responsables del crecimiento
secundario de la raiz. Esta regidn de células con potencial meristematico, sufre
constantes divisiones periclinales y produciendo floema hacia el exterior y xilema hacia
el interior de la raiz, modificando la estructura de los tejidos vasculares. De tal manera,
en las zonas de la raiz de 9 dias en adelante (en la forma espinosa parece tardar
algunos dias mas en producirse este paso), ya mas alejadas del apice, los tejidos
vasculares comienzan a presentar una disposicion semejante a los haces colaterales
(Figura 79C y D, Figura 81D y E), con el floema en la parte externa, el xilema en la
interna, y entre ambos el cambium fascicular. Ademds, su tamafio ha crecido

considerablemente.

Figura 80. Corte transvérsal de un corddn de tejido vascular en ua region de 9 dias de una raiz de la
forma inerme. Leyenda: Floema (f), Cambium fascicular (cf), Cambium interfascicular (cif), Xilema (x),
Trdquea (t). La barra de escala equivale a 100 um.

Entre los 3 y 9 primeros dias en la forma inerme, y algunos dias mas tarde en la
espinosa, se forma el cambium interfascicular por divisiones periclinales del periciclo.
Aproximadamente a los 9 dias ambos tejidos (c. fascicular e interfascicular), se
conectan (Figura 80, Figura 81D), formando una Unica banda que rodea la raiz, de
forma serpenteante, estando el cambium interfascicular situado en regiones mas
externas, y el fascicular en regiones mas internas, ambos en funcién de su lugar de
formacion. Sin embargo, con el tiempo, ambos tejidos acabaran situados a la misma

altura, formando un anillo practicamente perfecto, debido a la formacién de células
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nuevas en los meristemos. Esto sucede de la misma manera que Dubrovsky y Rost

(2012) explican para otras dicotileddneas.

Al igual que el cambium fascicular genera xilema y floema, el cambium
interfascicular se encarga de generar parénquima en ambas direcciones, que permite
que los radios de parénquima de la estela crezcan al mismo ritmo que los cordones

vasculares.

Paralelamente a estos procesos, en regiones de entre 3 y 9 dias de edad, a una
distancia aproximada de 90 mm al apice, hay mas actividad en la region del periciclo.
Probablemente al mismo tiempo que genera el cambium interfascicular, se
pluriestratifica mediante divisiones periclinales, y se transforma en felégeno o
cambium suberoso. En una especie del mismo género como es O. basilaris, el tiempo
necesario para que el felégeno esté completamente formado son 6 dias (Freeman,
1969), tiempo muy acorde a nuestras observaciones. Mediante divisiones periclinales,

el felégeno produce felodermis hacia el interior y felema o suber hacia el exterior.

A los 9 dias de edad es frecuente que existan ya varias capas de felodermis
situados externamente a los tejidos vasculares (Figura 81C), e incluso alguna capa de
felema comprimido contra la endodermis. En este momento todos los nuevos tejidos
internos ya estan provocando un crecimiento del cilindro vascular que a su vez genera
tensiones sobre la corteza situada mds externamente (Figura 82B y E). Es por ello que
comienzan a aparecer grietas en la corteza, mds tempranas en la forma inerme que en
la espinosa. Para evitar estas tensiones, el feldgeno lleva a cabo también divisiones

anticlinales que le permiten mantenerse unido en un perimetro cada vez mayor.

Con el paso del tiempo, segun la peridermis gana volumen, empuja con tal fuerza
hacia fuera a la corteza primaria y la epidermis, que acaban desprendiéndose de la raiz
(Figura 82C y F). De este modo, la peridermis acaba siendo la capa mas externa de la
raiz adulta. El tiempo necesario para que se desprendan los tejidos externos primarios
varia entre raices, comenzando a observarse aproximadamente al mes de edad,
aungue otros autores (Dubrovsky y North, 2002) han detectado este fendmeno mas

tardiamente (entre los 2 y 3 meses).

Realizando una comparativa entre ambas formas, hemos podido observar que
los procesos del desarrollo de la raiz y el orden en el que se dan, son idénticos. Parece
ser que la velocidad de crecimiento y maduracion si que varia en cierta medida. Y
aungue en algunas de nuestras observaciones la velocidad de maduracién ha sido
ligeramente superior en la forma inerme, no creemos que pueda considerarse

significativo.
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Figura 81. Cortes transversales de una raiz de la forma espinosa, tefiidos con azul de toluidina. En el
intervalo A-E se muestra el desarrollo de los tejidos vasculares con el tiempo. [A] Zona cercana al dpice,
de un dia de edad. Los haces vasculares (tejido vascular primario) se han comenzado a desdiferenciar, se
pueden apreciar polos de floema (punta de flecha) y de xilema (x) alternantes, en los extremos mds
externos de la médula (med). Aun mds externos se observan el periciclo (pc), la endodermis (ed) y la
corteza primaria (ctz). [B] Zona de 3 dias de edad, situada a 55-65 mm del dpice. Los polos de floema
(punta de flecha) contintian desarrolldndose, y se desdiferencian trdqueas del xilema (x) cada vez mds
internos en la médula. [C] Zona de 9 dias de edad, aproximadamente a unos 230 mm del dpice.
Comienzan a llevarse a cabo divisiones celulares periclinales en la region en la que se estd activando el
cambium fascicular (cf). Comienzan a desdiferenciarse células del xilema en la zona inmediatamente mds
interna del cambium fascicular. En el exterior del floema (punta de flecha) el periciclo se ha
transformado en una capa de felodermis (fd) y otra de felégeno (fg), que comienza su actividad
meristemdtica. Mds externamente la endodermis (ed) ya se encuentra ligeramente deformada. [D] Zona
de un mes de edad, aproximadamente a 540 mm de distancia del dpice. El tamafio de los cordones de
tejido vascular ha aumentado debido a los tejidos vasculares secundarios recién formados, floema (f) y
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xilema (x). El cambium interfascicular (cif), previamente formado en el periciclo, se situa en los flancos
del cambium fascicular (cf) y comienza a sufrir divisiones periclinales. [E] Zona de 60 dias de edad. El
tejido vascular ya cubre una gran extension del cilindro vascular. Las masas de tejido vascular ahora
estdn separados por columnas ordenadas de parénquima radiomedular (prm), producidas en el cambium
interfascicular (cif). Los cordones vasculares son colaterales y estdn compuestos por una region de
floema (f) hacia el exterior, una regién de xilema hacia el interior (x), y entre ambas, el cambium
fascicular. / Las barras de escala corresponden a 100 um.

Figura 82. Evolucion de las capas mds externas de raices de O. ficus-indica en funcion del tiempo. Cortes
transversales de distintas edades y formas. [A-C] Forma inerme, regiones de 1, 9 y 60 dias,
respectivamente. A: las corteza estd entera y en buen estado. B: las capas mds internas de la corteza
comienzan a aplastarse y a aparecer grietas. C: la corteza y la epidermis se han desprendido, quedando
la peridermis como capa mds externa. [D-F] Forma espinosa, regiones de 9, 30 y 60 dias. D: la corteza se
encuentra en buen estado, algunas células de la endodermis han comenzado a aplastarse ante el
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comienzo de las presiones. E: se han abierto grietas de gran tamafio. F: buena parte de la corteza se ha
desprendido. / Leyenda: Epidermis (ep), Corteza (ctz), Felema (fm), Felodermis (fd), Cilindro vascular (cv),
Tejidos vasculares (tv), Parénquima radiomedular (prm), Médula (med). Las muestras fueron tefiidas con
azul de toluidina. Las barras de escala equivalen a 100 um para A, By D; ya 300 umenC, EyF.

Formacion de raices laterales: disposicion y tiempo de emergencia

La absorciéon de agua y nutrientes por parte del sistema radical implica
generalmente la formacién de un elevado nimero de raices laterales (RLs). Dichas
raices se originan endégenamente a partir del periciclo en forma de primordios de raiz
lateral (PRLs) que crecen atravesando todas las capas mds externas de la raiz, hasta
que emergen al exterior rompiendo la epidermis (Lloret y Casero, 2002).

La iniciacién y el desarrollo de los PRLs parece ser un proceso que lleva un
tiempo concreto y requiere una madurez determinada en los tejidos de la raiz madre,
la cual nutre y soporta a la nueva raiz lateral (RL). Tal vez por ello, la secuencia de
formacién de RLs es basicamente acrépeta. Esto quiere decir que las RLs mds antiguas
y largas tienden a estar en las partes mas maduras (proximales) de la raiz madre,
mientras que las mas jovenes y los PRLs se encuentran mas proximos al dpice (distales
o apicales) (Figura 65). En O. ficus-indica resulta cierto que la secuencia de formacién
es esencialmente acrépeta. No obstante, la presencia de RLs relativamente cortas en
partes proximales de la raiz junto a otras mas largas (ver flechas en la figura 65), asi
como la existencia de diminutos PRLs entre otros mayores (Figura 83), sugiere que hay
excepciones a dicha norma y que hay RLs de iniciacién tardia o crecimiento mas lento,

o incluso detenido, entre otras que crecen vigorosamente.

zona apical

*

Figura 83. Raiz de O. ficus-indica f. amyclaea. Sefialadas con puntas de flechas se indican algunos PRLs.
Nétese la presencia de un pequeiio PRL en el centro de la imagen, dispuesto entre otros mds
desarrollados. La barra de escala equivale a 1 mm.

Se ha discutido mucho sobre si la secuencia de formacion de las raices laterales
es estrictamente acrdpeta o no. Algunos autores no han encontrado evidencia de

formacién de nuevos PRLs entre otros previamente formados (Dubrovsky et al., 2006),
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y otros sugieren que por la posicidn en la que se inician, los tejidos de la raiz madre
deben de adquirir un cierto grado de madurez antes de iniciar los PRLs (Abadia-Fenoll
et al., 1986), lo cual implicaria una secuencia estrictamente acrépeta, puesto que los
tejidos de la raiz madre se originan acrépetamente. Por el contrario, también hay
resultados en la literatura que sugieren la formacidn de PRLs entre otros previamente
iniciados (MacLeod, 1990; Pellerin y Tabourel, 1995). Dado que los PRLs se originan en
hileras, opuestos a los distintos polos de xilema de la raiz madre, una posible causa
para la alteracion de la secuencia basica de formacion de RLs seria la formacién
asincrénica entre las distintas hileras (Charlton, 1975). Segun este esquema habria
hileras en las que la iniciacion iria mas adelantada que en otras, con lo que los
pequeiios PRLs de las hileras mads retrasadas se intercalarian entre otros mayores de
las hileras mas adelantadas. Teniendo en cuenta esta hipdtesis, se pueden explicar
pequefias desviaciones de la secuencia acrépeta como la presentada en la figura 83,
pero resulta muy dificil justificar variaciones de mayor calado como las observadas en
otros casos. Una posibilidad es la formacion tardia de PRLs. En otras especies, dichos

PRLs han sido catalogados como “late-formers” (Blakely y Blakely, 1987).

Figura 84. Raiz de O. ficus-indica f. ficus-indica. Se pueden observar un PRL (punta de flecha), junto a una
RL ya emergida (*). La barra de escala equivale a 1 mm.

Los resultados mostrados en la figura 84 sugieren que el PRL se ha iniciado
mucho mas tarde que la RL ya emergida, puesto que la diferencia de desarrollo es
notoria para dos RLs tan proximas entre si.
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Por otra parte, nuestros resultados también indican que en O. ficus-indica
algunos PRLs pueden detener o al menos ralentizar su crecimiento de un modo
aparentemente aleatorio una vez iniciados. Inspeccionando mediante microscopia
PRLs con un grado de desarrollo diferente a los que los rodean, pudimos comprobar
que las mitosis eran sumamente raras entre ellos. Concretamente, pudimos recontar
indices mitoticos de alrededor del 0,05%. Estos valores son muy inferiores a los
normales en meristemos activos, de modo que esto significa que no pueden sustentar
un crecimiento sostenido del PRL, por lo que su desarrollo estaria bloqueado antes de
su emergencia. Esto queda de relieve al realizar comparativas con otros indices
mitoticos en RLs en crecimiento en otras especies, los cuales son muy superiores.
Ejemplo de ello es el indice mitético en la epidermis y corteza de RLs recién emergidas
de Vicia faba, que es de 7,2% a 500 um de la unidn entre la cofia y el centro quiescente
(MaclLeod, 1976).

Algunas RLs dejan de crecer justo después de la emergencia. En la figura 85A
observamos un ejemplo de ello. Nétese como la RL tiene un meristemo apical reducido
a la minima expresién, lo cual nos indica que la zona basal se ha diferenciado
rapidamente y ha consumido totalmente el meristemo, impidiendo su funcionamiento

normal. Cuando la raiz sufre una detencion prematura de su desarrollo, se dice que

tiene un crecimiento determinado (Dubrovsky, 1997a; Dubrovsky y North, 2002).

Figura 85. Raices de chumbera comun f. inerme. En A se observa una RL en la que el meristemo estd
completamente agotado (*), y un PRL sano. En B se puede apreciar una RL recién emergida. Notese
como en ésta ultima, el meristemo esta oscurecido, por lo que se encuentra activo. Las barras de escala
equivalen a1 mm (enA)y 0,5 mm (en B).

Segun Dubrovsky y North (2002), las RL con crecimiento determinado podrian
ser una forma de adaptacién al medio ambiente semidrido en el que viven muchos
cactus, ya que dichas raices pueden reanudar su crecimiento o producir nuevas RLs
cuando la humedad regresa. Otra posible explicacion seria que el bloqueo del

desarrollo de algunos primordios fuese una estrategia para la regulacién de la
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nutricion de la planta en respuesta a la disponibilidad de nitrégeno y fdsforo.
Recientemente se ha descrito que la raiz de maiz puede producir altas densidades de
RLs ante una necesidad de adquirir fésforo y bajas densidades cuando resulta
preferencial la adquisicion de nitrégeno (Postma et al., 2014).

En resumidas cuentas, hemos encontrado en O. ficus-indica RLs con su
desarrollo bloqueado en dos puntos: antes de la emergencia y con posterioridad a ella.
Esto indicaria que el desarrollo de las laterales es un proceso multifasico con distintos
controles en momentos diferentes. Se han reportado resultados coincidentes con este
punto de vista, aunque existen dudas sobre si deberian considerarse dos o mas fases
diferentes. Algunos autores consideran que el proceso consta de dos fases: iniciacidn y
formaciéon del meristemo (Maclsaac et al., 1989; Laskowski et al., 1995); aunque
existen discrepancias sobre el momento exacto en el que sucede el cambio de fase.
Otros, sin embargo, opinan que en realidad son tres las fases que tienen lugar:
iniciacién, desarrollo del primordio a RL, y emergencia acoplada al posterior
crecimiento (Van Staden y Ntingane, 1996; Baum et al., 1998; Zhang y Hasenstein,
1999). Es posible que este punto de vista refleje con mayor precision los controles
biolégicos que determinan los procesos de formacién de las RLs, teniendo en cuenta
que el desarrollo de éstas puede detenerse en la iniciacién (Celenza et al., 1995), poco

antes de la emergencia (Mallory et al., 1970), o después de ella (Baum et al., 1998).

La distribucidon de las RLs a lo largo de la raiz madre no es un pardmetro
prefijado e inamovible en las plantas vasculares superiores sino que presenta
plasticidad para acomodarse a las condiciones concretas y cambiantes tanto internas
(de la raiz madre), como externas (del medio ambiente). El resultado de estos cambios
es que si se analiza la densidad de PRLs por unidad de longitud de la raiz madre se
pueden encontrar fluctuaciones. Por tanto, la densidad de RLs es una variable
potencialmente interesante para poder distinguir especies relacionadas y préximas
desde el punto de vista de la taxonomia. Nosotros hemos analizado esta variable en la
porcidn de raiz de aproximadamente 16 cm de longitud formada desde el dia tercero al
duodécimo de nuestro estudio del desarrollo del sistema radical. Esta region fue
subdividida en cuatro segmentos de 4 cm de longitud, que denominamos A, B, Cy D,
ordenados de mas basal a mas apical (Figura 87). En ambas formas de O. ficus-indica se
utilizé el mismo procedimiento, y los resultados obtenidos para la densidad de RLs y/o
PRLs en dichos segmentos han sido plasmados en la figura 86. En ella se pueden
apreciar dos aspectos principales: que la disposicion de las RLs es muy similar en la
forma inerme y espinosa de O. ficus-indica (ligeramente superior en la primera,
aunque sin diferencias significativas), y que existe una cierta tendencia a la

disminucion de la densidad de RLs a medida que nos acercamos a zonas mas apicales.
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Figura 86. Densidad de raices laterales y primordios de raices laterales en distintas raices de 12 dias de
edad, de O. ficus-indica en sus formas inerme y espinosa. Las densidades estdn agrupadas por zonas, de
mds basal (regién A, formada a partir del 3° dia de la raiz madre) mds apical (region D). El tamafio de la
muestra ha sido 10 raices por forma.

Figura 87. Raiz de O. ficus-indica f. ficus-indica, de 12 dias de edad. Estdn sefialadas las regiones A-D, de
aproximadamente 16 cm en total (y 4 cm cada una), formadas desde el tercer dia al duodécimo. La barra
de escala equivale a 5 cm.

Cuando las raices crecen en condiciones medioambientales controladas, los PRLs
tienden a formarse a un ritmo relativamente constante (Lloret y Casero, 2002).
Consecuentemente, el nimero de RL y la longitud de la raiz madre estan
correlacionados (Lloret et al., 1988) y valores similares de la densidad de RLs se
producen a lo largo de amplias regiones de la longitud de la raiz madre (Lloret y
Pulgarin, 1992). En distintas raices de otras especies se ha descrito una disminucidn en
la densidad de RLs en su parte mas apical, similar a la que hemos encontrado nosotros
(Hummon, 1962; Alarcén-Sanchez, 2007). Usualmente estos descensos se han
interpretado en el sentido de que en estas zonas mas jovenes aun no se han formado
todos los PRLs que habrian de formarse o, si lo han hecho, aiun no han podido ser
observados. Dado el disefio de nuestro protocolo de toma de datos existe una

explicacion alternativa: podria ser que realmente en estos momentos se estén
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formando realmente menos PRLs por unidad de longitud. En la region D podria ser que
aun quedara algun nuevo PRL por iniciarse, pero en las regiones B y C ya estd muy
avanzado el proceso de formacién de RLs con lo que no cabria esperar nuevas
formaciones en nimero suficientemente grande como para afectar a la densidad final.
No cabe duda que a medida que la raiz madre va creciendo los carbohidratos que
llegan a ella desde el cladodio deben de soportar no solo el crecimiento de la raiz
adventicia, sino lo iniciacidon y el desarrollo ulterior de un nimero creciente de RLs.
Esto podria tener como consecuencia una disminucién en la capacidad de formacién
de nuevos PRLs. Para confirmar esta hipdtesis serian necesarios estudios

experimentales adicionales.

Se ha demostrado que los niveles de metabolitos que alcanzan las distintas
porciones de la raiz influyen en la formacién de raices laterales (Atzmon et al., 1994;
Gupta et al., 2015). Una variable posiblemente afectada por la alteracién de estos
niveles seria el tiempo de emergencia, entendido como el tiempo que media entre la
iniciacion y la salida de la joven lateral rompiendo la superficie de la raiz madre. Sin
duda alguna, una raiz adventicia dispone de una mayor cantidad de nutrientes por
unidad de peso seco que otra mas larga que tiene que soportar el crecimiento
sostenido no solo de su apice, sino el de muchas nuevas RLs. Nuestros estudios
confirman que este periodo es mds breve para los PRLs que se forman en primer lugar
qgue para los iniciados mas tarde, cuando la raiz madre tiene que repartir sus

nutrientes entre una mayor cantidad de sistema radicular en desarrollo (Figura 88).

Tiempo necesario para que las RLs nuevas emerjan
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Figura 88. Tiempo que necesita una raiz lateral para emerger (desde el momento en que se forma la
region de la raiz madre en la que se encuentra dicha RL), en funcidn de la edad total de la raiz madre.
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Formacion de raices laterales: histologia de la iniciacion y desarrollo

Desde un punto de vista histoldgico, la iniciacidn de las raices laterales comienza
cuando las células fundadoras del periciclo de la raiz madre comienzan un camino mas
o menos estereotipado de divisiones celulares con diversas orientaciones (Casero et
al., 1995). Dichas divisiones, conducen a la formacién de un PRL que va a crecer
perpendicularmente al eje de la raiz madre hasta emerger al exterior perforando su
epidermis. A partir de este momento, puede considerarse que ya se ha completado el

proceso de formacion de la joven RL.
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Figura 89. Células del periciclo de la region de un dia de una raiz de O. ficus-indica f. ficus-indica, en vista

longitudinal. [A] Célula del periciclo. [B] Division asimétrica, metafase. [C] Division asimétrica, telofase.
[D] Telofase en estado muy avanzado. / Las barras de escala equivalen a 50 um.
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La histologia de la iniciacidn de las RLs se analiza muy bien estudiando secciones
longitudinales de la raiz madre que contengan el periciclo. En las dos formas de O.
ficus-indica, el periciclo esta formado por células de aspecto parenquimatico, alargadas
en sentido paralelo al eje mayor de la raiz madre, muy vacuoladas y con el nucleo en
posicion central (Figura 89A). Cuando se va a formar un nuevo PRL, lo primero que se
suele observar es que los nucleos de dos células vecinas de la misma columna se
acercan a la pared de separacién entre ellas. Acto seguido, se produce la division
transversal y asimétrica (Figura 89B, C y D), casi simultanea de dichas células para
formar un grupo de cuatro células con las dos mas largas en los extremos y las dos mas
cortas en el centro (Figura 90A). Tras nuevas divisiones transversales, la cantidad de

células cortas se va incrementando (Figura 90B y C). En estos momentos, todas las
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células del primordio aun forman parte de la misma columna. No obstante, en
columnas vecinas se puede repetir el proceso, con lo que el PRL se va extendiendo
paulatinamente hasta alcanzar el tamafo y la forma necesaria para entrar en su

siguiente fase de desarrollo.

Al mismo tiempo que se producen las primeras divisiones transversales de
iniciacion, las células del centro del primordio comienzan a crecer en direccién radial.
Este fendmeno representa un cambio en la polaridad del crecimiento de las células del
periciclo, que pasa de longitudinal a transversal. En relacidon con este cambio, también
se produce un cambio en la orientacion de las divisiones celulares en el periciclo del
area de iniciacion, que pasan a ser periclinales (Figura 90D). Con ello, el PRL pasa a
estar constituido por varias capas de células y se dan los primeros pasos para organizar

el meristemo apical de la nueva RL.

S e e R iR e R R e e = e — e
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Figura 90. Patron de iniciacion de primordios de raices laterales. Raices de O. ficus- indica f. inerme en
seccion longitudinal. Regiones de entre 1y 2 dias. [A] Primeras divisiones, las flechas marcan las paredes
que delimitan las 4 células resultantes, 2 cortas flanqueadas por otras 2 alargadas. [B] Las divisiones
contindan en la columna de periciclo, formdndose mds células cortas. 4 de ellas (flanqueadas por células
mads alargadas) estdn delimitadas por las paredes que marcan las flechas. [C] Células cortas observadas
en “B”, a mayores aumentos. [D] Siguiente etapa de la formacion del PRL, en el que las células cortas
formadas previamente, comienzan a sufrir divisiones periclinales (flechas). / Las barras de escala
equivalen a 100 um.

~132 ~



~ Cap.2 ~ Resultados y Discusién: La raiz

El crecimiento del PRL pasa por una serie de fases que han sido muy bien
caracterizadas en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Malamy y Benfey, 1997; Casimiro et
al., 2001). Basicamente lo que ocurre es que las células del primordio crecen en
direccion radial y se organizan en un meristemo apical de raiz mas o menos
rudimentario recubierto en su parte frontal por una especie de cofia. Las RLs de O.
ficus-indica parecen seguir un patrén de desarrollo similar al que se produce en A.
thaliana haciendo la salvedad de que el periciclo que inicia los PRLs ya puede constar

de varias capas de células.

Las células de la de la raiz madre localizadas frente al PRL van a ver invadido su
territorio conforme éste vaya creciendo y aumentando el nimero de sus células. La
presiéon primero llega a la endodermis, después a la corteza y finalmente a la epidermis
(Swarup et al., 2008). La respuesta final de estos tejidos localizados frente al PRL en
desarrollo es variable, la endodermis parece acomodarse al crecimiento del PRL,
mientras que las células de la corteza mueren aplastadas por la presién (Figura 91B), y
la epidermis se rompe. Resultados recientes indican que las células de la corteza y la
endodermis de la raiz madre pueden jugar un papel en el desarrollo del PRL que no es
meramente pasivo. Las células de la endodermis y la corteza de la raiz madre
interactian con el periciclo y regulan su desarrollo (Péret et al., 2012; Wang et al.,
2013; Vermeer et al., 2014).

En O. ficus-indica, el PRL se origina inicialmente en células del periciclo
adyacentes a un polo de xilema de la raiz madre (Figura 90B y C, Figura 91). Cuando
crece y se van reclutando nuevas columnas de células para el proceso de iniciacién, la
oleada de activacidon de las células del periciclo se produce de tal modo que el
primordio siempre esta centrado en torno a un polo de xilema, aunque se extiende
lateralmente hasta abarcar por su base otro polo de xilema por cada lado, mas los
polos de floema intermedios (Figura 91C). Comparativamente con las descripciones en
otras especies (Casero et al., 1995; Malamy y Benfey, 1997), algunos PRLs de O. ficus-
indica parecen ser mas estrechos y estilizados. Wang et al. (2013) han reportado que
LRP de A. thaliana con una morfogénesis alterada tienen grandes dificultades para
emerger. Esto, en unidn a la disminucion drastica de la proliferacion celular, podria ser
una explicacion para la detencion del desarrollo de algunos de los PRLs en la raiz

adventicia de la chumbera.
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J

Region de 9 dias de edad. En ella se puede observar el cilindro vascular (CV), y sobre €él, un primordio de
raiz lateral (PRL) atn no emergido, atravesando los tejidos mds externos. La corteza (ctz) dispuesta en el
camino del PRL, muere aplastada ante el aumento de presion provocado por este. En la figura C, se
observa que el centro del PRL coincide con un polo de xilema (punta de flecha), y se extiende hasta
abarcar los 2 polos de xilema adyacentes, abarcando por tanto los polos de floema (region sefialada por
circulos) intercalados entre estos. Las barras de escala equivalen a 100 um.

El brote floral, la flor y el fruto

Como se ha comentado previamente, el brote floral es un pequefio tallo
(denominado pericarpelo), que contiene las piezas florales. Por tanto, su histologia ya
esta revisada en el apartado del tallo. En el estudio del fruto nos hemos centrado en

otros aspectos.
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El desarrollo del fruto en ambas formas es similar. El brote floral comienza
siendo un pequefio brote rechoncho, con hojitas bien visibles (Figura 92A). Segun va
creciendo se va estirando, y al cabo de 5 a 10 semanas (dependiendo de las
condiciones ambientales y del fruto), florece (Figura 92B). La mayor parte de las hojitas
han desaparecido en el momento de la floracidn, y las que se mantienen duran poco
mas. Tras un par de dias, las piezas florales externas se secan y desprenden, y la
depresion donde se encontraban cicatriza (Figura 97A). De tal modo, el brote adopta
una forma cdnica, ya que la base resulta menos ancha que el apice (Figura 92C). A
partir de ese momento el fruto comienza a madurar (Figura 92D), ensanchdndose y

cambiando su coloracién.

A - . ;
Figura 92. Desarrollo del fruto de O. ficus-indica. [A] F. ficus-indica. Brote de 20 dias de edad. [B] F. ficus-
indica. Brote de 7 semanas de edad, en flor. [C] F. amyclaea. Brote floral de 8 semanas de edad, tras la
antesis. [D] F. amyclaea. Fruto maduro. / Las barras de escala corresponden a 1 cm.

La flor

Las flores de ambas formas son similares, en forma, tamafo y color (Figura 93Ay
B). Los pétalos son de color amarillo, aunque en ocasiones toma una ligera tonalidad
rojiza. Los sépalos son de un tamafio algo superior a las hojitas (con las cuales guarda
bastante parecido), pero mucho menor que los pétalos. Son verdes y no muy
abundantes. En ambas formas las flores son hermafroditas, y tampoco existen
diferencias entre sus organos sexuales (Figura 94A y B). El androceo consiste en
numerosos estambres (Figura 95), situados alrededor del gineceo, rodeandolo por
completo. El gineceo tiene un estilo relativamente alargado (Figura 96B) que permite

al estigma sobresalir sobre las anteras circundantes (Figura 96A).
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Figura 93. Flores de O. ficus-indica, en vista lateral. [A] F. inerme. [B] F. espinosa. / Las barras de escala
corresponden a 1 cm.

Figura 94. Flores de O. ficus-indica vistas desde arriba. De mds externo a mds interno, se observan:
pétalos (pet), anteras (ant), y estigma (est). [A] F. inerme. [B] F. espinosa.
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Figura 95. Organos sexuales masculinos de la flor de O. ficus-indica. [A] F. inerme. Zona apical del

estambre. [B] F. espinosa. Zona apical de la antera. Granos de polen en detalle. / Las barras de escala
correspondena 1l mmenA, ya0,5mmen B.

estigma

. * S
Figura 96. Organos sexuales femeninos de la flor de O. ficus-indica. [A] F. inerme. Estigma emergiendo
entre los estambres. [B] F. espinosa. Se han retirado los estambres de alrededor para observar el
alargado estilo, que permite al estigma sobresalir por encima de los estambres. / Las barras de escala
equivalen a 2 mm.

El fruto

Los frutos en ambas formas son practicamente iguales, con diferencias muy
sutiles. La forma inerme da frutos ligeramente mas estilizados (Tabla 37), al ser
levemente mas largos (85 mm de media, frente a los 80 mm de la forma espinosa), y
sutilmente mas estrechos (45 mm frente a 48 mm). El peso de los frutos ha sido
bastante parecido, difiriendo escasamente: 99,98 gr por fruto de la forma inerme

frente a 98,18 gr de la forma espinosa.

Entre la pulpa del fruto se han observado una gran cantidad de semillas, de color
pajizo, pequefio tamafio (3-6 mm) y forma lenticular. No se han encontrado diferencias

de relevancia entre las semillas de ambas formas.
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Por otra parte, la coloracién de los frutos estudiados de ambas formas son
amarillentos, aunque los frutos de la forma inerme seglin maduran van adquiriendo
una tonalidad cada vez mas rojiza, fenédmeno que no sucede en la forma espinosa
(Figura 97A y B). Por lo general, en todas las chumberas concuerda el color externo del

fruto con el interno, el de la pulpa.

Sin embargo, la coloracién del fruto es un criterio taxondmico poco fiable para
este género. Probablemente, en relacién con la alta hibridacion de Opuntia en el
medio natural (Reyes-Agliero et al., 2006), existen una buena variedad de coloraciones
posibles. Dentro de una misma especie, es frecuente la existencia de mas de una
coloracion posible para sus frutos. Asi sucede en O. ficus-indica L., del que existen
cultivares de colores rojo y amarillo (Abdel-Hameed et al., 2014). Las tonalidades en el
rango del amarillo al rojo, y el verde, son relativamente frecuentes entre buena parte
de las especies del género, por lo que seria un rasgo muy poco exclusivo como para
ayudar a determinar la especie. No obstante, unas pocas especies dentro del género
tienen colores menos comunes, como el purpura o el bermellédn (como sucede con O.
dillenii). En esos casos, el color si que puede ser de utilidad a la hora de diferenciar

estas especies.

Forma ficus-indica amyclaea

Longitud (mm) 84,9 8,7 79,9 9,0

Grosor (mm) 45,5 +6,1 48,5 +5,7
Peso (gr) 100,0 15,3 98,1 +14,8

Tabla 37. Dimensiones y peso medio de frutos de O. ficus-indica en su estado de mdximo desarrollo. El
tamario de la muestra ha sido de 50 frutos de diversos cladodios y afios (n=50).

Figura 97. Frutos maduros, de la misma edad. [A] F. inerme. [B] F. espinosa.
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Areolas: espinas y gloquidios

Las espinas (Figura 98) del fruto son considerablemente mas finas que las del
cladodio, en ambas formas. En la forma espinosa, las espinas del fruto son mas cortas
que las del cladodio, mientras que en la forma inerme generalmente sucede lo

contrario. Visto mediante SEM, las espinas de ambas formas son muy parecidas.

Ambas tienen barbas en la zona apical, y células en mosaico en las zonas centrales.

Figura 98. Zona apical de espinas de frutos de O. ficus-indica. Imdgenes obtenidas mediante SEM. Las
células estdn solapadas unas con otras, formando barbas. [A] F. inerme. [B] F. espinosa. / Las barras de
escala corresponden a 300 um.

Las areolas apicales del fruto son semejantes en ambas formas. Contienen la
mayor parte de las espinas del fruto. Estas aparecen en grupos (entre 4 y 6), y son
rectas y largas. El resto de areolas del fruto, al igual que sucede en los cladodios
(aunque de una manera menos evidente), tienen caracteristicas diferentes en funcién

de la forma (espinosa o inerme).

Figura 99. Areolas de frutos de O. ficus-indica. [A] F. inerme. Consiste en una espina principal (e.p) recta
y larga, y varias espinas secundarias (e.s) mds cortas, finas y curvas. Aparecen algunos gloquidios (gl)
desordenados. La base de la areola esté compuesta por una masa de tricomas (tr). [B] F. espinosa.
Consiste en varias espinas principales (e.p), rectas y de longitudes variables. Los gloquidios (gl) estdn
dispuestos en forma de media luna, y bajo ellos, una masa de tricomas (tr). / Las barras de escala
corresponden a 1 mm.
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En la forma inerme, las areolas de los frutos jévenes tienen pocas espinas. Una
de mayor tamano y mads recta, y de una a tres espinas mas finas y normalmente
curvadas de forma irregular (Figura 99A). A veces la punta de la espina central es
también curvada. Cuando el fruto ha madurado por completo, es frecuente ver areolas

gue han perdido sus espinas.

En la forma espinosa, las areolas contienen de dos a seis espinas, de longitudes
variables, pero similares entre ellas (Figura 99B). Son rectas, generalmente finas y en
ocasiones bastante largas. Se han observado espinas de hasta 1,5 centimetros. Estas
caracteristicas las hace muy fragiles y afiladas a la vez. Cuando el fruto madura,
raramente la areola mantiene mas de dos espinas, siendo frecuente que no mantenga

ninguna.

Figura 100. Gloquidios de frutos de O. ficus-indica, vistos mediante estereomicroscopia. [A] F. inerme. [B]
F. espinosa. / Las barras de escala corresponden a 1 mm.

Ademas de las espinas, las areolas de los frutos albergan una gran cantidad de
gloquidios. Este tipo de espinas de menor tamafio tiene un color verde, irregular a lo
largo de su extension (Figura 100). En ocasiones son translucidos debido a su delgadez.
Los gloquidios de la forma espinosa por lo general son de un color ligeramente mas

oscuro que los de la forma inerme.

Vistos mediante microscopia electrénica de barrido, los gloquidios de los frutos y
tallos son similares en su estructura. Sin embargo, los gloquidios del fruto son mucho
mas abundantes, y sus dimensiones generalmente son superiores. La longitud de los

gloquidios oscila entre los 500 um y los 900 um, aunque pueden superar los 2 mm.

En la forma inerme, las areolas de los frutos tienen grupos de entre 10 y 20
gloquidios, situados en la zona opuesta a la hoja, y aparentemente, dispuestos sin
ordenacion (Figura 101A). Los gloquidios se desprenden de la areola con gran facilidad,
por lo que una ligera brisa puede provocar su separacion del fruto. Por ello, pocos

gloquidios se mantienen en el fruto maduro, salvo en las areolas mas apicales.
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Figura 101. Areolas de frutos de O. ficus-indica, vistos mediante estereomicroscopia. [A] F. inerme. [B] F.
espinosa. / Las barras de escala corresponden a 1 mm.

Las areolas de los frutos de la forma espinosa tienen grandes cantidades de
gloquidios (mas que en la forma inerme), dispuestos en forma de media luna en una o
varias hileras (Figura 101B). La apertura de la media luna se sitia en la zona de la
areola correspondiente a la hoja. Comparativamente, los gloquidios de la forma
espinosa parecen desprenderse con mayor dificultad, y los frutos maduros de esta

forma mantienen un mayor nimero de gloquidios.

Figurd 102. Apics de gloquidios de frutos, vistos mediante SEM. O. ficus-indica. [A] F. inerme. [B] F.
espinosa. / Las barras de escala corresponden a 100 um.
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Morfolégicamente, los gloquidios de ambas formas son muy similares (Figura
102A y B). La unica diferencia encontrada es que las barbas de la forma inerme son
mas largas y pronunciadas que las de la forma espinosa. La longitud media calculada
de las barbas (medida como la linea recta entre el punto donde se separa del gloquidio
hasta la punta de la barba) ha sido: 31,1 + 8,2 um en la forma inerme frente a 20,7 +

4,5 um en la espinosa.

Consideraciones finales

Para finalizar, parece necesario dedicar un pequeno espacio en el que se agrupen
los resultados de los analisis anteriores, con el fin de tener una vision global que nos

ayude a discernir el grado de similitud entre ambas formas.

Sin embargo, en vista a que los resultados obtenidos son muy abundantes (y ya
se han expuesto en los anteriores apartados), en este apartado se ha optado por
simplificarlos para facilitar la observacion de sus semejanzas y diferencias, y también
evitar caer en la redundancia. De este modo evitamos juntar en una misma tabla una

gran cantidad de nimeros y unidades distintas, lo cual provocaria mas confusién.

De tal modo que nuestro resumen se ha llevado a cabo mediante la tabulaciéon
de los distintos aspectos estudiados en el tallo (Tabla 38), hojas (Tabla 39), frutos
(Tabla 40) y raices (Tabla 41), contrastando sus semejanzas y diferencias, y el grado en
que difieren tales aspectos. Por las mismas razones que las discutidas anteriormente,
esta Ultima columna, “grado”, se ha simplificado y se han evaluado las diferencias en 4

grupos: grado pequefio, medio, grande y muy grande.

En alusidén a los resultados, hay varios aspectos a discutir. Primeramente, es
importante resaltar que todos los tejidos y estructuras que han aparecido en una
forma, lo han hecho también en la otra, y en las mismas posiciones. Las diferencias
encontradas se han limitado a tamafnos y cantidades, siendo ademas muchas mas las

semejanzas que las diferencias.
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Semejanzas Diferencias (Grado)
Dimensiones, color y forma del s (e R
tallo
Cuticula (grosor) Estomas (densidad) Medio
Estomas (morfologia) Colénquima (grosor) Grande
Camaras subestomaticas ~

, N Corteza externa (tamafio celular) Grande
(morfologia y distribucién)
Drusas (tamafio y frecuencia) Espinas (tamafo y cantidad) Grande

Cortezainternay médula®

Tejidos vasculares (distribucién y
dimensiones)

Areolas (cantidad y densidad)

Espinas y Gloquidios (morfologia
superficial)

comun. Las diferencias se catalogan en peq

Tabla 38. Semejanzas y diferencias entre los cladodios de las formas inerme y espinosa de la chumbera

uenas, medias, grandes o muy grandes.

Tejidos vasculares (distribucién y
dimensiones)

Semejanzas Diferencias (Grado)
M
Forma de la hoja Tamario de la hoja uyN
pequefio
Pf'ap|las fohares (cantidad y Estomas (densidad) MuyN
dimensiones) pequefio
Mesoéfilo (dimensiones celulares) | Células de mucilago (cantidad) Medio

Tabla 39. Semejanzas y diferencias entre
comun. Las diferencias se catalogan en peq

las hojas de las formas inerme y espinosa de la chumbera
uefias, medias, grandes o muy grandes.

Semejanzas

Diferencias (Grado)

Flor (dimensiones, color)

Organos sexuales (dimensiones y
caracteristicas)

Fruto (dimensiones, peso, color)

Areolas apicales

Espinas y gloquidios (morfologia)

Espinas y gloquidios (cantidad) Pequeno

Tabla 40. Semejanzas y diferencias entre

los brotes florales, flores y frutos de las formas inerme y

espinosa de la chumbera comun. Las diferencias se catalogan en pequefias, medias, grandes o muy

grandes.

3 . . , ~ s
La naturaleza de ambos tejidos es irregular (células de tamafios y formas heterogéneas), de
modo que se encuentran en esta columna mas por ausencia de diferencias que por semejanzas entre si.
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Semejanzas Diferencias (Grado)

Dimensiones y ritmo de

.. , . Corteza (tamafio celular) Medio
crecimiento de la raiz adventicia

Desarrollo interno de la raiz
(estructuras, procesos, tiempos)

Epidermis (grosor)

Tejidos vasculares (distribucién y
dimensiones)

RLs (densidad y cantidad)
RLs (tiempo para emerger)

Patron de iniciacion del PRL

Tabla 41. Semejanzas y diferencias entre las raices de las formas inerme y espinosa de la chumbera
comun. Las diferencias se catalogan en pequefias, medias, grandes o muy grandes.

La principal diferencia ha tenido lugar en las areolas, mdas concretamente en las
estructuras defensivas: espinas y gloquidios. Sin embargo, esta gran diferencia,
observable a simple vista, y que de hecho da nombre a ambas formas (inerme vy
espinosa), no es un rasgo totalmente fiable a la hora de diferenciar entre especies.
Diversos autores desaconsejan el uso de las espinas como diferencia morfolégica entre
dos taxones (Britton y Rose, 1919; Nobel, 1983; Kiesling, 1998; Labra et al., 2003).
Nobel (1983) se apoya en que las espinas son fuertemente dependientes de los
factores ambientales, mientras que Kiesling (1998), afirma que las formas o variedades
sin espinas derivan de la seleccidn artificial de especies espinosas, con el fin de facilitar

su cultivo.

Estas razones apoyan la hipétesis de que ambas plantas estudiadas pueden ser
dos formas de una misma especie. Ademas, existe otro aspecto que concuerda con lo
anterior, el hecho de que frecuentemente en plantas jovenes existan cladodios tanto
con espinas como sin ellas. Por tanto, todo parece indicar a que la forma inerme tiene
su origen en la domesticacidn a partir de otra planta espinosa. Por su parte, la forma

espinosa consistiria en una forma asilvestrada de ésta.

En cuanto al resto de diferencias, hemos podido comprobar que en las raices y

los frutos, son practicamente inexistentes.

Las hojas, que por otra parte son efimeras, han diferido en tres factores: en el
tamafio de la hoja, ligeramente superior en la forma inerme; en la proporcién de las
células de mucilago, mayor en la forma espinosa; y en la densidad estomatica. Sin
embargo, esta ultima diferencia, como se ha comentado previamente, ademas de
pequefia, es poco fiable, ya que la plasticidad respecto a este aspecto es enorme (y asi

lo han confirmado los amplios intervalos en los que se han movido los resultados).
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Las principales diferencias al margen de las ya comentadas de las espinas y
gloquidios, se han observado en el tallo, concretamente en sus zonas mds externas.
Grosor de la epidermis, cantidad de estomas, grosor del colénquima, y tamaiio celular
del parénquima externo, han variado en mayor o menor medida. Sin embargo el resto
de tejidos (generalmente los mds internos), son semejantes. A nuestros ojos, en una
planta con tal plasticidad, el que sean exclusivamente los tejidos mas externos los que
difieran, generalmente en grosor, debe obedecer a la adaptacién de estas plantas al

ambiente, mds que a la pertenencia en especies distintas.

Por lo tanto, en vista de que las diferencias existentes son escasas y de pequeiio
calado (a excepcion de las espinas y gloquidios, que hemos visto que no es un rasgo
muy fiable a la hora de diferenciar chumberas), creemos que estd mas que justificado
el considerar a ambas plantas como formas distintas de una misma especie. De tal
modo, las formas inerme y espinosa, serian las formas domesticada y asilvestrada de

0. ficus-indica.

~ 145~



~ Cap.2 ~ Resultados y Discusion: Consideraciones finales

~ 146 ~



~ Capitulo 2: La chumbera comun (Opuntia ficus-indica) ~

Bibliografia

Abadia-Fenoll F., Casero P.J., Lloret P.G. y Vidal M.R. (1986). "Development of lateral
primordia in decapitated adventitious roots of Allium cepa". Annals of Botany, 58 (1). 103-07.

Abdel-Hameed E.S., Nagaty M.A., Salman M.S. y Bazaid S.A. (2014). "Phytochemicals,
nutritionals and antioxidant properties of two prickly pear cactus cultivars (Opuntia ficus indica
Mill.) growing in Taif, KSA". Food Chemistry, 160. 31-38.

Adela Lira-Vargas A., Corrales-Garcia J.J.E., Valle-Guadarrama S., Beatriz Pena-Valdivia C. y
Andrea Trejo-Marquez M. (2014). "Biopolymeric films based on cactus (Opuntia ficus-indica)
mucilage incorporated with gelatin and beeswax". Journal of the Professional Association for
Cactus Development, 16. 51-70.

Alarcén-Sanchez M.V. (2007). "Interaccion auxina-etileno en el desarrollo de la raiz primaria de
maiz (Zea mays, L.). Proliferacion celular del periciclo"”. Tesis doctoral, Universidad de
Extremadura.

Atzmon N., Reuveni O. y Riov J. (1994). "Lateral root formation in pine seedlings. Il. The role of
assimilates". Trees - Structure and Function, 8 (6). 273-77.

Avci N. y Aygun A. (2014). "Determination of stomatal density and distribution on leaves of
turkish hazelnut (Corylus avellana L.) cultivars". Tarim Bilimleri Dergisi-Journal of Agricultural
Sciences, 20 (4). 454-59.

Banuelos G.S., Stushnoff C., Walse S.S., Zuber T., Yang S.l., Pickering 1.J. y Freeman J.L.
(2012). "Biofortified, selenium enriched, fruit and cladode from three Opuntia Cactus pear
cultivars grown on agricultural drainage sediment for use in nutraceutical foods". Food
Chemistry, 135 (1). 9-16.

Baranova M. (1992). "Principles of comparative stomatographic studies of flowering plants".
Botanical Review, 58 (1). 49-99.

Baum S.F., Karanastasis L. y Rost T.L. (1998). "Morphogenetic effect of the herbicide cinch on
Arabidopsis thaliana root development". Journal of Plant Growth Regulation, 17 (2). 107-14.

Ben Salem-Fnayou A., Zemni H., Nefzaoui A. y Ghorbel A. (2014). "Micromorphology of
cactus-pear (Opuntia ficus-indica (L.) Mill) cladodes based on scanning microscopies". Micron,
56. 68-72.

Bernardino-Nicanor A., Noemi Hinojosa-Hernandez E., Simitrio Juarez-Goiz J.M., Luis
Montanez-Soto J., Eugenia Ramirez-Ortiz M. y Gonzalez-Cruz L. (2015). "Quality of Opuntia
robusta and its use in development of mayonnaise-like product". Journal of Food Science and
Technology-Mysore, 52 (1). 343-50.

Berthet P. (1990). "Opuntia Mill." (62-70). En: "Flora Ibérica", 2. Castroviejo S. et al. (Eds.). Real
Jardin Botanico, CSIC.

~ 147 ~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Blakely L.M. y Blakely R. (1987). "Late-formers in IAA-induced lateral root initiation". Plant
Physiology, 83 (4). 145.

Bouatay F. y Mhenni F. (2014). "Use of the cactus cladodes mucilage (Opuntia ficus-indica) as
an eco-friendly flocculants: Process development and optimization using stastical analysis".
International Journal of Environmental Research, 8 (4). 1295-308.

Bravo-Hollis H. (1978). "Las cactdceas de México", 1. Britton N.L. y Rose J.N. (Eds.).
Universidad Nacional Auténoma de México.

Britton N.L. y Rose J.N. (1919). "The Cactaceae", Descriptions and illustrations of plants of the
cactus family 1. Corporation C. (Ed.). Carnegie Institute. Washington, EE.UU.

Brundrett M.C., Enstone D.E. y Peterson C.A. (1988). "A berberine - aniline blue fluorescent
staining procedure for suberin, lignin, and callose in plant tissue". Protoplasma, 146. 133-42.

Casero P.J., Casimiro l. y Lloret P.G. (1995). "Lateral root initiation by asymmetrical transverse
divisions of pericycle cells in four plant species: Raphanus sativus, Helianthus annuus, Zea
mays, and Daucus carota". Protoplasma, 188 (1-2). 49-58.

Casimiro l., Marchant A., Bhalerao R.P., Beeckman T., Dhooge S., Swarup R., Graham N., Inzé
D., Sandberg G., Casero P.). y Bennett M. (2001). "Auxin transport promotes Arabidopsis
lateral root initiation". The Plant Cell, 13 (4). 843-52.

Celenza J.L., Grisafi P.L. y Fink G.R. (1995). "A pathway for lateral root formation in
Arabidopsis thaliana". Genes & Development, 9 (17). 2131-42.

Cerezal P. y Duarte G. (2005). "Algunas caracteristicas de tunas (Opuntia ficus-indica (L.)
Miller) cosechadas en el altiplano andino de la 2da region de Chile". Journal of the Professional
Association for Cactus Development, 7. 34-60.

Clarkson D.T. y Robards A.W. (1975). "The endodermis, its structural development and
physiological role" (415-37). En: "The development and functions of roots". Torrey J.G. y
Clarkson D.T. (Eds.). Academic Press.

Cockell C.S., Berry J., Southern A., Herrera A. y Yackulic C. (2004). "Protection from uv
radiation in the economic crop, Opuntia SPP". Economic Botany, 58 (1). S88-S100.

Conn H.J., Darrow M.A. y Emmel V.M. (1960). "Staining procedures". Williams and Wilkins Co.
Baltimore, EE.UU.

Contreras-Padilla M., Perez-Torrero E., Hernandez-Urbiola M.l., Hernandez-Quevedo G., del
Real A., Rivera-Munoz E.M. y Rodriguez-Garcia M.E. (2011). "Evaluation of oxalates and
calcium in nopal pads (Opuntia ficus-indica var. redonda) at different maturity stages". Journal
of Food Composition and Analysis, 24 (1). 38-43.

Cortés F. (1980). "Histologia vegetal bdsica", Blume H. (Ed.). Madrid, Espaiia.

~ 148 ~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Charlton W.A. (1975). "Distribution of lateral roots and pattern of lateral initiation in
Pontederia cordata L". Botanical Gazette, 136 (3). 225-35.

da Silva M.G.S., Dubeux J.C.B., Assis L.C.S.L.C., Mota D.L., da Silva L.L.S., dos Santos M.V.F. y
dos Santos D.C. (2010). "Anatomy of different forage cacti with contrasting insect resistance".
Journal of Arid Environments, 74 (6). 718-22.

Deldicque L., Van Proeyen K., Ramaekers M., Pischel I., Sievers H. y Hespel P. (2013).
"Additive insulinogenic action of Opuntia ficus-indica cladode and fruit skin extract and leucine
after exercise in healthy males". Journal of the International Society of Sports Nutrition, 10
(45).

Drennan P.M. y Nobel P.S. (1998). "Root growth dependence on soil temperature for Opuntia
ficus-indica: influences of air temperature and a doubled CO2 concentration". Functional
Ecology, 12 (6). 959-64.

Dubrovsky J.G. (1997a). "Determinate primary-root growth in seedlings of Sonoran Desert
Cactaceae; its organization, cellular basis, and ecological significance". Planta, 203. 85-92.

Dubrovsky J.G. (1997b). "Determinate primary root growth in Stenocereus gummosus
(Cactaceae), its organization and role in lateral root development" (13-20). En: "Biology of Root
Formation and Development"”. Altman A. y Waisel Y. (Eds.). Plenum Publishing Corporation.

Dubrovsky J.G., North G.B. y Nobel P.S. (1998). "Root growth, developmental changes in the
apex, and hydraulic conductivity for Opuntia ficus-indica during drought". New Phytologist, 138
(1). 75-82.

Dubrovsky J.G. y North G.B. (2002). "Root structure and function" (41-56). En: "Cacti biology
and uses". Nobel P.S. (Ed.). University of California Press.

Dubrovsky J.G., Gambetta G.A., Hernandez-Barrera A., Shishkova S. y Gonzalez I. (2006).
"Lateral root initiation in Arabidopsis: Developmental window, spatial patterning, density and
predictability". Annals of Botany, 97 (5). 903-15.

Dubrovsky J.G. y Rost T.L. (2012). "Perycicle". En: "Encyclopedia of Life Sciences". Sons J.W.
(Ed.).

Erre P., Chessa ., Nieddu G. y Jones P.G. (2009). "Diversity and spatial distribution of Opuntia
spp. in the Mediterranean Basin". Journal of Arid Environments, 73 (12). 1058-66.

Fabbri A., Cicala A. y Tamburino A. (1996). "Anatomy of adventitious root formation in
Opuntia ficus-indica cladodes". Journal of Horticultural Science, 71 (2). 235-42.

Fahn A. (1974). "Anatomia vegetal". Ediciones Blume. Madrid.

~ 149 ~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Felker P. y Inglese P. (2003). "Short-term and long-term research needs for Opuntia ficus-indica
(L.) Mill. utilization in arid areas". Journal of Professional Association for Cactus Development,
7.131-52.

Felker P., Paterson A. y Jenderek M.M. (2006). "Forage potential of Opuntia clones
maintained by the USDA, national plant germplasm system (NPGS) collection". Crop Science,
46 (5). 2161-68.

Fernandez-Lopez J.A., Angosto J.M. y Aviles M.D. (2014). "Biosorption of hexavalent
chromium from aqueous medium with opuntia biomass". The Scientific World Journal, 2014
(670249).

Fox D.l., Pichler T., Yeh D.H. y Alcantar N.A. (2012). "Removing heavy metals in water: the
interaction of cactus mucilage and arsenate (As (V))". Environmental Science & Technology, 46
(8). 4553-59.

Franceschi V.R. y Nakata P.A. (2005). "Calcium oxalate in plants: formation and function".
Annu Rev Plant Biol, 56. 41-71.

Frausto-Reyes C., Loza-Cornejo S., Terrazas T., de la Luz Miranda-Beltran M., Aparicio-
Fernandez X., Lopez-Macias B.M., Morales-Martinez S.E. y Ortiz-Morales M. (2014). "Raman
spectroscopy study of calcium oxalate extracted from cacti stems". Applied spectroscopy, 68
(11). 1260-65.

Freeman T.P. (1969). "The Developmental Anatomy of Opuntia basilaris. . Embroy, Root, and
Transition Zone". American Journal of Botany, 56 (9). 1067-74.

Fusaro L., Gerosa G., Salvatori E., Marzuoli R., Monga R., Kuzminsky E., Angelaccio C.,
Quarato D. y Fares S. (2016). "Early and late adjustments of the photosynthetic traits and
stomatal density in Quercus ilex L. grown in an ozone-enriched environment". Plant Biology, 18.
13-21.

Gibson A.C. y Horak K.E. (1978). "Systematic Anatomy and Phylogeny of Mexican Columnar
Cacti". Annals of the Missouri Botanical Garden, 65 (4). 999-1057.

Gibson A.C. y Nobel P.S. (1990). "The Cactus Primer". Harvard University Press.

Goycoolea F.M. (2003). "Pectins from Opuntia spp.: A short review". Journal of Professional
Association for Cactus Development, 5. 17-29.

Gupta A, Singh M. y Laxmi A. (2015). "Interaction between glucose and brassinosteroid during
the requlation of lateral root development in Arabidopsis". Plant Physiology, 168 (1). 307-20.

Hepworth C., Doheny-Adams T., Hunt L., Cameron D.D. y Gray J.E. (2015). "Manipulating
stomatal density enhances drought tolerance without deleterious effect on nutrient uptake".
New Phytologist, 208 (2). 336-41.

~ 150 ~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Herrera-Martinez V., Rios-Hernandez L., Garciduenas-Pina C., Lara-lbarra A., Adabache-Ortiz
A., Elena Soria-Guerra R., Perez-Molphe-Balch E. y Francisco Morales-Dominguez J. (2015).
"Effect of culture conditions on stomatal density and stomatal index in four cactus species".
Haseltonia, 20. 43-50.

Hummon M.R. (1962). "The effects of tritiated thymidine incorporation on secondary root
production by Pisum sativum". American Journal of Botany, 49. 1038-46.

Inglese P., Barbera G. y Carimi F. (1994). "The effect of different amounts of cladode removal
on reflowering of cactus pear (Opuntia ficus-indica (L.) Miller)". Journal of Horticultural
Science, 69 (1). 61-65.

Inglese P., Barbera G. y Lamantia T. (1995). "Research strategies for the improvement of
cactus pear (Opuntia ficus-indica) fruit quality and production". Journal of Arid Environments,
29 (4). 455-68.

Kiesling R. (1998). "Origen, domesticacion y distribucion de Opuntia ficus-indica". Journal of
the Professional Association for Cactus Development, 3. 50-59.

Labra A., Grassi F., Bardini M., Imazia S., Guiggi A., Citterso S., Banfia E. y Scorbati S. (2003).
"Relationships in Opuntia Mill. genus (Cactaceae) detected by molecular marker". International
Journal of Plant Sciences, 165. 1129-36.

Laskowski M.J., Williams M.E., Nusbaum H.C. y Sussex I.M. (1995). "Formation of lateral root
meristems is a two-stage process". Development, 121 (10). 3303-10.

Lloret P.G., Casero P.J., Navascués J. y Pulgarin A. (1988). "The effects of removal of the root
tip on lateral root distribution in adventitious roots of onion". New Phytologist, 110 (2). 143-49.

Lloret P.G. y Pulgarin A. (1992). "Effect of naphthaleneacetic acid on the formation of lateral
roots in the adventitious root of Allium cepa: number and arrangement of laterals along the
parent root". Canadian Journal of Botany, 70 (9). 1891-96.

Lloret P.G. y Casero P.J. (2002). "Lateral root initiation" (127-55). En: "Plant Roots: The Hidden
Half". Waisel Y. et al. (Eds.). Marcel Dekker, Inc.

Maclsaac S.A., Sawhney V.K. y Pohorecky Y. (1989). "Regulation of lateral root formation in
lettuce (Lactuca sativa) seedling roots: Interacting effects of a-naphthaleneacetic acid and
kinetin". Physiolgia Plantarum, 77. 287-93.

MacLeod R.D. (1976). "An analysis of cell proliferation in the apical meristem of lateral roots of
Vicia faba L.". Annals of Botany, 40 (4). 865-75.

MacLeod R.D. (1990). "Lateral root primordium inception in Zea mays L.". Environmental and
Experimental Botany, 30 (2). 225-34.

~ 151~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Madrigal-Santillan E., Garcia-Melo F., Morales-Gonzalez J.A., Vazquez-Alvarado P., Munoz-
Juarez S., Zuniga-Perez C., Sumaya-Martinez M.T., Madrigal-Bujaidar E. y Hernandez-
Ceruelos A. (2013). "Antioxidant and anticlastogenic capacity of prickly pear juice". Nutrients,
5(10). 4145-58.

Majure L.C. y Ervin G.N. (2007). "Microstructural morphology of Opuntia (Cactaceae) species
based on scanning electron microscopy". International Cactoblastis cactorum Conference.
Phoenix, EE.UU.

Malainine M.E., Dufresne A., Dupeyre D., Vignon M.R. y Mahrouz M. (2003). "First evidence
for the presence of weddellite crystallites in Opuntia ficus indica parenchyma". Zeitschrift Fur
Naturforschung C-a Journal of Biosciences, 58 (11-12). 812-16.

Malamy J.E. y Benfey P.N. (1997). "Organization and cell differentiation in lateral roots of
Arabidopsis thaliana". Development, 124 (1). 33-44.

Mallory T.E., Chiang S.H., Cutter E.G. y Gifford E.M., Jr. (1970). "Sequence and pattern of
lateral root formation in five selected species". American Journal of Botany, 57 (7). 800-09.

Mauseth D.J. (1999). "Anatomical Adaptations to Xeric Conditions in Maihuenia (Cactaceae), a
Relictual, Leaf-Bearing Cactus". Journal of Plant Research, 112 (3). 307-15.

Mauseth J. (1989). "Comparative structure-function studies within a strongly dimorphic plant,
Melocactus intortus (Cactaceae)". Bradleya, 7. 1-12.

Mauseth J.D. (1993). "Medullary bundles and the evolution of cacti". American Journal of
Botany. 928-32.

Mauseth J.D. (2006). "Structure-function relationships in highly modified shoots of Cactaceae".
Annals of Botany, 98 (5). 901-26.

Morales M., Saenz C. y Robert P. (2009). "Bioactive compounds in toppings from colored
cactus pear cultivated in Chile" (127-30). En: "VI International Congress on Cactus Pear and
Cochineal", Acta Horticulturae 811. Campos F.A.P. et al. (Eds.). International Society for
Horticultural Science.

Nassar O. y Lev-Yadun S. (2009). "How prickly is a prickly pear?". Israel Journal of Plant
Sciences, 57 (1-2). 117-24.

Nerd A., Mesika R. y Mizrahi Y. (1993). "Effect of N fertilizer on autumn floral flush and
cladode N in prickly pear (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.)". Journal of Horticultural Science, 68
(3). 337-42.

Nerd A. y Mizrahi Y. (1995). "Reproductive biology" (49-58). En: "Agro-ecology, cultivation and
uses of cactus pear", FAO Plant Production and Protection Paper 132. Barbera G. et al. (Eds.).
FAO.

~ 152 ~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Nobel P.S. (1983). "Spine influences on PAR interception, stem temperature, and nocturnal acid
accumulation by cacti". Plant, Cell & Environment, 6 (2). 153-59.

Nobel P.S., Garcia-Moya E. y Quero E. (1992). "High annual productivity of certain agaves and
cacti under cultivation". Plant Cell and Environment, 15 (3). 329-35.

Nobel P.S. (2001). "Ecophysiology of Opuntia ficus-indica" (13-20). En: "Cactus (Opuntia spp.)
as forage", FAO Plant Production and Protection Paper 169. Mondragdn-Jacobo C. y Pérez-
Gonzélez S. (Eds.). FAO.

Nobel P.S. (2002). "Cacti biology and uses", Nobel P.S. (Ed.). University of California Press, Ltd.
Los Angeles, EE.UU.

Nobel P.S. (2003). "Environmental biology of agaves and cacti". Cambridge University Press.

North G.B., Huang B. y Nobel P.S. (1993). "Changes in structure and hydraulic conductivity for
root junctions of desert succulents as soil water status varies.". Botanica Acta, 106. 126-35.

Owen N.A. y Griffiths H. (2014). "Marginal land bioethanol yield potential of four crassulacean
acid metabolism candidates (Agave fourcroydes, Agave salmiana, Agave tequilana and
Opuntia ficus-indica) in Australia". Global Change Biology Bioenergy, 6 (6). 687-703.

Patel S. (2013). "Reviewing the prospects of Opuntia pears as low cost functional foods".
Reviews in Environmental Science and Bio-Technology, 12 (3). 223-34.

Pelaez-Cid A.A., Velazquez-Ugalde I., Herrera-Gonzalez A.M. y Garcia-Serrano J. (2013).
"Textile dyes removal from aqueous solution using Opuntia ficus-indica fruit waste as
adsorbent and its characterization". Journal of Environmental Management, 130. 90-97.

Pellerin S. y Tabourel F. (1995). "Length of the apical unbranched zone of maize axile roots. Its
relationship to root elongation rate". Environmental and Experimental Botany, 35 (2). 193-200.

Pefa-Valdivia C.B., Luna-Cavazos M., Carranza-Sabas J.A., Reyes-Agiiero J.A. y Flores A.
(2008). "Morphological characterization of Opuntia spp.: A multivariate analysis". Journal of
the Professional Association For Cactus Development, 10. 1-21.

Peiia J.R.A. (2011). "Manual de histologia vegetal". Mundi-Prensa. Madrid.

Péret B., Li G.W., Zhao J., Band L.R., Voss U., Postaire O., Luu D.T., Da Ines 0., Casimiro |.,
Lucas M., Wells D.M., Lazzerini L., Nacry P., King J.R., Jensen O.E., Schaffner A.R., Maurel C. y
Bennett M.J. (2012). "Auxin regulates aquaporin function to facilitate lateral root emergence".
Nature Cell Biology, 14 (10). 991-98.

Pimienta E. y Engleman E.M. (1985). "Desarrollo de la pulpa y proporcion, en volumen, de los
componentes del Ioculo maduro en tuna (Opuntia ficus-indica [L.] Miller)". Agrociencia, 62. 51-
56.

~ 153 ~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Piovan A., Caniato R., Filippini R., Chiesura F. y Dalla Vecchia F. (2015). "Morphological and
phytochemical aspects of three alien Opuntia species on Euganean Hills in North-Eastern Italy".
Plant Biosystems, 149 (4). 788-96.

Postma J.A., Dathe A. y Lynch J.P. (2014). "The optimal lateral root branching density for
maize depends on nitrogen and phosphorus availability". Plant Physiology, 166 (2). 590-602.

Prabhakar M. (2004). "Structure, delimitation, nomenclature and classification of stomata".
Acta Botanica Sinica, 46 (2). 242-52.

Quan W.,, Liu X., Wang H. y Chan Z. (2016). "Comparative physiological and transcriptional
analyses of two contrasting drought tolerant alfalfa varieties". Frontiers in Plant Science, 6.

Ramos-Suarez J.L., Martinez A. y Carreras N. (2014). "Optimization of the digestion process of
Scenedesmus sp and Opuntia maxima for biogas production". Energy Conversion and
Management, 88. 1263-70.

Rebman J.P. y Pinkava D.J. (2001). "Opuntia cacti of North America - An overview". Florida
Entomologist, 84 (4). 474-83.

Reyes-Agiiero J.A., Aguirre J.R. y Valiente-Banuet A. (2006). "Reproductive biology of Opuntia:
A review". Journal of Arid Environments, 64 (4). 549-85.

Saenz C., Berger H., Corrales-Garcia J., Galletti L., Garcia de Cortazar V., Higuera |I.,
Mondragon C., Rodriguez-Félix A., Sepulveda E. y Varnero M.T. (2006). "Utilizacion
agroindustrial del nopal”, Boletin de servicios agricolas de la FAO 162. FAO. Roma, ltalia.

Saibo N.J.M., Vriezen W.H., Beemster G.T.S. y Van Der Straeten D. (2003). "Growth and
stomata development of Arabidopsis hypocotyls are controlled by gibberellins and modulated
by ethylene and auxins". Plant Journal, 33. 989-1000.

Scheinvar L. (1995). "Taxonomy of utilizated opuntias" (1-12). En: "Agro-ecology, cultivation
and uses of cactus pear”, FAO Plant Production and Protection Paper 132. Barbera G. et al.
(Eds.). FAO.

Serra A.T., Poejo J., Matias A.A., Bronze M.R. y Duarte C.M.M. (2013). "Evaluation of Opuntia
spp. derived products as antiproliferative agents in human colon cancer cell line (HT29)". Food
Research International, 54 (1). 892-901.

Silva H., Acevedo E. y Silva P. (2001). "Anatomia del tejido fotosintético de diez taxa de
Opuntia establecidos en el secano drido mediterrdneo de Chile". Revista Chilena de Historia
Natural, 74 (2). 341-51.

Snyman H.A. (2004). "Effect of various water application strategies on root development of
Opuntia ficus-indica and Opuntia robusta under greenhouse growth conditions". Journal of the
Professional Association for Cactus Development, 6. 35-61.

~ 154 ~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Snyman H.A. (2005). "A case study on in situ rooting profiles and water-use efficiency of cactus
pears, Opundia ficus-indica and O-robusta". Journal of the Professional Association for Cactus
Development, 7. 1-21.

Snyman H.A. (2006a). "Root distribution with changes in distance and depth of two-year-old
cactus pears Opuntia ficus-indica and O robusta plants". South African Journal of Botany, 72
(3). 434-41.

Snyman H.A. (2006b). "A greenhouse study on root dynamics of cactus pears, Opuntia ficus-
indica and O. robusta". Journal of Arid Environments, 65 (4). 529-42.

Snyman H.A. (2007). "Root studies on cactus pears Opuntia ficus-indica and O robusta along a
soil-water gradient". Haseltonia, 13. 64-75.

Swarup K., Benkova E., Swarup R., Casimiro I., Péret B., Yang Y., Parry G., Nielsen E., De Smet
l.,, Vanneste S., Levesque M.P., Carrier D., James N., Calvo V., Ljung K., Kramer E., Roberts R.,
Graham N., Marillonnet S., Patel K., Jones J.D.G., Taylor C.G., Schachtman D.P., May S,
Sandberg G., Benfey P., Friml J., Kerr I., Beeckman T., Laplaze L. y Bennett M.J. (2008). "The
auxin influx carrier LAX3 promotes lateral root emergence". Nature Cell Biology, 10 (8). 946-54.

Terrazas T. y Mauseth J.D. (2002). "Shoot anatomy and morfology" (23-40). En: "Cacti biology
and uses". Nobel P.S. (Ed.). University of California Press.

Valdez-Cepeda R.D., Blanco-Macias F., Magallanes-Quintanar R., Vazquez-Alvarado R. y
Méndez-Gallegos S.J. (2013). "Fruit weight and number of fruits per cladode depend on fruiting
cladode fresh and dry weight in Opuntia ficus-indica (L.) Miller variety 'Rojo pelon™. Scientia
Horticulturae, 161. 165-69.

Van Staden J. y Ntingane B.M. (1996). "The effect of a combination of decapitation
treatments, zeatin and benzyladenine on the initiation and emergence of lateral roots in Pisum
sativum". South African Journal of Botany, 62 (1). 11-16.

Vazquez-Vazquez C., Zuniga-Tarango R., Orona-Castillo I., Murillo-Amador B., Salazar-Sosa E.,
Vazquez-Alvarado R., Luis Garcia-Hernandez J. y Troyo-Dieguez E. (2007). "Root growth rate
analysis in four Opuntia ficus-indica (L.) Mill. varieties". Journal of the Professional Association
for Cactus Development, 9. 82-90.

Vermeer J.E.M., von Wangenheim D., Barberon M., Lee Y., Stelzer E.H.K., Maizel A. y Geldner
N. (2014). "A spatial accommodation by neighboring cells is required for organ initiation in
Arabidopsis". Science, 343 (6167). 178-83.

Villabona Ortiz A., Paz Astudillo I.C. y Martinez Garcia J. (2013). "Caracterizacién de la
Opuntia ficus-indica para su uso como coagulante natural coagulant". Revista Colombiana de
Biotecnologia, 15 (1). 137-44.

Wallace R.S. y Gibson A.C. (2002). "Evolution and systematics" (1-22). En: "Cacti biology and
uses". Nobel P.S. (Ed.). University of California Press.

~ 155~



~ Cap.2 ~ Bibliografia

Wang W.-S., Zhu J. y Lu Y.-T. (2013). "Overexpression of AtbHLH112 suppresses lateral root
emergence in Arabidopsis". Functional Plant Biology, 41 (4). 342-52.

Yang K., Jiang M. y Le J. (2014). "A new loss-of-function allele 28y reveals a role of
ARGONAUTE1 in limiting asymmetric division of stomatal lineage ground cell". Journal of
Integrative Plant Biology, 56. 539-49.

Zarinkamar F. (2007). "Stomatal observations in dicotyledons". Pakistan journal of biological
sciences, 10 (2). 199-219.

Zhang N.G. y Hasenstein K.H. (1999). "Initiation and elongation of lateral roots in Lactuca
sativa". International Journal of Plant Sciences, 160 (3). 511-19.

Zhao W., Sun Y., Kjelgren R. y Liu X. (2015). "Response of stomatal density and bound gas
exchange in leaves of maize to soil water deficit". Acta Physiologiae Plantarum, 37 (1).

~ 156 ~



Capitulo 3:

La chumbera brava
(Opuntia dillenii)

~ 157 ~



~ 158 ~



~ Capitulo 3: La chumbera brava (Opuntia dillenii) ~

Introduccion

Otra especie del género Opuntia que se encuentra ampliamente distribuida por
la geografia espafola es Opuntia dillenii (Ker Gawl.) Haw. 1819, conocida como
chumbera brava o chumbera costera (Bohm, 2008). Concretamente se encuentra
ocupando grandes extensiones en las Islas Canarias, y en la costa andaluza,
especialmente en la zona occidental. Ademds se pueden encontrar poblaciones

dispersas en la zona de Levante.

Esta especie es originaria de la zona comprendida entre el sudeste de EE.UU., y el
norte de Sudamérica, pasando por la costa este de México y las Indias Occidentales
(Britton y Rose, 1919), lugares donde siguen existiendo poblaciones. Ademads, a partir
del descubrimiento de América, se ha extendido por muchas otras regiones del planeta
en Europa, Africa, Asia y Oceania (B6hm, 2008).

O. dillenii tiene un gran potencial invasor, y de hecho aunque en algunas de las
regiones por las que se ha extendido se ha naturalizado sin generar problemas, en
muchas otras ha provocado invasiones descontroladas (Ellenberg, 1989; Hosking et al.,
1994; Hoffmann et al., 1998; Hoffmann et al., 1999). En Australia, Opuntia stricta
(Haw.) Haw. 1812, que como veremos se considera frecuentemente la misma especie
que O. dillenii, provocd una catastrofe ambiental al expandirse incontroladamente
(Freeman, 1992). Dicha invasidn sélo pudo ser parada finalmente mediante técnicas de
control biolégico, con la introduccion de determinados parasitos como la palomilla del
nopal (Cactoblastis cactorum) y la cochinilla silvestre (Dactylopius opuntiae) (Hosking
et al., 1994). Por fortuna, en la Peninsula Ibérica no ha dado problemas de gravedad
hasta el momento. Sin embargo, en las Islas Canarias sin embargo, ya se considera que

existe una invasion (Padron et al., 2011; Arévalo et al., 2014).

Debido a estos aspectos, no se conocen plantaciones en la cuenca del
Mediterraneo. De hecho, tampoco se conocen casos de cultivos de esta planta en otras
partes del mundo, ni siquiera en México (Pimienta-Barrios, 1994; Scheinvar, 1995),
principal productor de Opuntia a nivel mundial (Inglese et al., 2002), y una de las
regiones originales de esta planta (Britton y Rose, 1919). Por tanto, su
aprovechamiento econdmico es escaso, limitdndose a la extraccidn puntual de frutos y
de cladodios jovenes de las poblaciones silvestres. A pesar de ello, se le conocen
muchos usos potenciales, tales como alimentacion humana y de ganado (Béhm, 2008),
medicinal (Kumar et al., 2014; Ratnaweera et al., 2015) y para produccion de bebidas

(Shi et al., 2004), entre muchos otros.
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Su existencia en el terreno nacional y su naturaleza invasora, nos han incitado a

estudiar a mayor profundidad esta planta y posible amenaza.

Haciendo un inciso sobre la nomenclatura empleada, es importante resefiar que
O. dillenii y O. stricta son consideradas sinénimos por muchos autores (Bohm, 2008),
consideracion que seguimos en el presente trabajo. Otros catalogan la primera como
una variedad de la segunda (Benson, 1969). Sin embargo, las opiniones no son
unanimes y también hay autores que consideran ambas plantas como especies
diferentes (Padron et al., 2011; El Kharrassi et al., 2015). Como muestra, segun la
“Flora Ibérica” (Berthet, 1990), O. stricta es una chumbera muy semejante a O. ficus-
indica (L.) Mill. f. ficus-indica (que en dicho documento se denomina O. mdxima), algo
no aceptado por el resto de autores.

Ecologia y anatomia

Figur; 103. Plata e chmera brava (Opunt;a d)'}lgeirii).

Las plantas de O. dillenii (Figura 103) son erectas y tienen alturas comprendidas
entre el medio metro y los dos metros, aunque en ocasiones se pueden encontrar en
forma de plantas de escasa altura y gran dispersion por el suelo. Los tallos o cladodios
son aplanados, elipticos (con la zona apical ligeramente mas ancha que la basal) y
relativamente angulosos. Cada cladodio mide de 20 a 25 cm de longitud, de 10 a 15 cm
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de anchura, y de 1 a 2 cm de grosor (Bohm, 2008). Su color es verde claro, pudiendo
tomar tonos ligeramente amarillentos. Al igual que en las demds chumberas

estudiadas, tiene un crecimiento simpddico y determinado.

Las areolas, relativamente escasas en esta especie, tienen en torno a 8 mm de
didmetro en pencas jovenes y 1 cm en adultas (Berthet, 1990). Sobresalen ligeramente
sobre el nivel de la penca y estan cubiertas de una marafia de tricomas o pelos lanosos

grises.

Cada areola alberga entre 5 y 10 espinas de color variable (generalmente
amarillas, en ocasiones marrones), dispuestas de forma divergente y generalmente
arqueadas hacia fuera. Generalmente grandes y duras, dichas espinas tienen una
longitud variable entre los 1,5y 6 cm, y un grosor aproximado de 2 mm en la base. En
las areolas aparecen también llamativos penachos de gloquidios, de 5 a 8 mm de
longitud y de colores similares a las espinas a las que acompafian. En las pencas
jovenes cada areola ademads tiene una pequefia hoja de aproximadamente 3 mm de

longitud, cénica y efimera.

Las flores tienen un didmetro de entre 6 y 8 cm de color amarillo limén, aunque a
inicios de su desarrollo pueden ser rojizas. Los frutos son de color rojo carmin
purpureo, algo mas pdlido en la base, y adoptan una forma de pera. Miden entre 4y 7
cm de longitud y en torno a 3 cm de didmetro. La aparicion de espinas en los frutos es
incierta, sin embargo los gloquidios aparecen siempre. Las semillas son lenticulares y
tienen 4 mm de didmetro (Berthet, 1990).

Las raices son generalmente menos especializadas en morfologia que las partes
aéreas de la planta. Tienen una distribucién superficial (Bbhm, 2008) y gran cantidad
de pelos radiculares, lo que les permiten captar el agua tan limitada de las escasas
lluvias de los ambientes en los que vive. La asociacién con otros microorganismos

puede mejorar la captura de nutrientes (Dubrovsky y North, 2002).

A pesar de su capacidad de adaptarse a condiciones ambientales muy variadas,

existen determinados aspectos ambientales que son de interés comentar.

Aunque se puedan encontrar en diversos tipos de suelos, la chumbera brava se
siente mas cdmoda en suelos mds bien arenosos, por lo que es frecuente que se
establezcan en zonas costeras. Ademas, les convienen suelos con un pH 5 o algo mayor
(Bohm, 2008).

A temperaturas medias entre 20 y 30° C necesitan al menos entre 150 y 250 mm
de precipitacién anual, aunque también toleran temperaturas menores (de 10 a 20°C)
combinadas con lluvias copiosas (en torno a 1.000 mm anuales). Se muestran muy
sensible a las heladas (B6hm, 2008).
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Aunque la sombra por algun darbol disperso no les afecta en demasia,

encontrarse bajo una sombra densa le provoca la pérdida del florecimiento y por tanto

de la fructificacidn, y su posterior degradacién (Diaz Medina et al., 2007).
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Materiales y Métodos

El material vegetal estudiado se ha obtenido de poblaciones de chumbera brava
(O. dillenii) del Término Municipal de Isla Cristina (Huelva). A excepcién de que las
plantas de las que se han recogido las muestras han sido de otra especie, los
materiales y los métodos empleados para la elaboracidn de este capitulo son los
mismos que los del capitulo anterior. Por ello, no incidiremos en la metodologia en
aras a una mayor brevedad y evitando caer en la redundancia (véase “Materiales y

Métodos” del capitulo 2).

También destacamos que a medida que se realiza la descriptiva de O. dillenii, se
ird discutiendo sus semejanzas y diferencias con la otra especie estudiada en sus dos

formas (inerme y espinosa).
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Resultados y Discusion

En las lineas sucesivas, estableceremos un analisis de los rasgos mas
sobresalientes de la morfologia y anatomia microscépica de O. dillenii. Debido a que
ésta especie, por cercania a O. ficus-indica, va a tener numerosas semejanzas a nivel
anatémico, morfoldgico e histoldgico, aspectos ya analizados anteriormente, éste
capitulo va a tener una naturaleza mads concisa, en pos de facilitar su lectura y evitar
caer en repeticiones, dentro de lo posible. Asi, nos centraremos en los resultados y

discutiremos aspectos que conciernan especificamente a O. dillenii.

Es preciso comentar que de esta especie existe una cantidad de literatura
sorprendentemente escasa. Salvo estudios relacionados con su caracter invasor, como
son los estudios ecoldgicos realizados en zonas invadidas y los que tratan sobre los
posibles tratamientos para su eliminacién, hay muy pocas investigaciones que se
centren en otros aspectos. Se han podido encontrar algunos escasos estudios a nivel
quimico y de composicién, aunque insuficientes (Bohm, 2008), y ninguno en cuanto a
su histologia, algo que en nuestra opinidn resulta incomprensible, tratdndose de una
especie que ha provocado invasiones, y que por tanto deberia ser mejor comprendida
con el fin de tratar con ella. Explorar este territorio apenas conocido por la ciencia es
una de las razones por las que se ha investigado la estructura interna de esta planta, lo

gue creemos que le da un mayor valor al presente estudio.

El tallo

El tallo de O. dillenii, al igual que en el resto de Opuntias, consiste en palas
aplanadas. El tamafio de los cladodios adultos se situa alrededor de los 20-25 cm de
longitud y los 15 cm de anchura. Son, por tanto, de un tamafio considerablemente
menor a los de O. ficus-indica en sus dos formas. Su color es verde claro, y las areolas
se pronuncian hacia el exterior, provocando que el tallo sea algo anguloso. Se

caracteriza por tener unas espinas largas, gruesas y de color amarillo.

Desde hace bastantes afios, hay algunos estudios que establecieron con
propiedad la naturaleza morfolégica de estructuras externas del tallo en los cactus,
tales como espinas, gloquidios, areolas y flores epiginas (Boke, 1944, 1951, 1963, 1964,
1966). Sin embargo, algunos aspectos de tejidos presentes en el interior del mismo

aun estan en debate.
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Figura 104. Cladodio de O. dillenii. Cada cuadricula corresponde a 1 cm.

Epidermis

La capa celular mas externa del tallo lo conforman las células de la epidermis,
que a su vez estan recubiertas externamente por una capa cérea, la cuticula (Figura
105). Esta ultima ejerce una funcién protectora, haciendo de barrera para
microorganismos indeseados. Ademds ayuda a controlar el balance hidrico vy
energético, al reducir la exposicidn a la atmdsfera y aumentar la reflectancia (Silva et

al., 2001), respectivamente.

Figura 105. Cortes transversales de la region epidérmica de un tallo de O. dillenii. La cuticula (ct, tefiida
de rojo), forma una capa sobre las células epidérmicas (ep). Inmediatamente por debajo, se encuentra el
colénquima (cq). En su primera fila de células aparecen abundantes drusas (ds) de oxalato cdlcico. El
colénquima en ocasiones se ve interrumpido por la irrupcion de cadmaras subestomdticas (cs), que
permiten el intercambio gaseoso en capas mds internas del tallo. Tincion con safranina — verde fijo. La
barra de escala corresponde a 100 um.
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Se ha calculado un grosor medio de la cuticula de 7,7 £ 1,4 um (Tabla 42). Este
dato es muy superior al obtenido en la chumbera comun: 3,2 £ 0,8 um. Los valores
obtenidos de grosor minimo en O. dillenii son muy cercanos a los valores maximos de
O. ficus-indica, evidenciando que la diferencia de grosor de la cuticula existe y es

considerable.

Especie O. dillenii O. ficus-indica
Grosor medio 7,7+1,4 3,2+0,8
Grosor minimo medido 5,1 1,6
Grosor maximo medido 10,8 6,1

Tabla 42. Grosor de la cuticula de tallos de dos especies de chumberas. Se han realizado 93 mediciones
para O. dillenii, y 110 para O. ficus-indica. Unidades expresadas en um.

La capa de células mas externa del tallo, la epidermis, también cumple funciones
de proteccién y control del balance hidrico. Es una capa monoestratificada de células
vivas (Figura 105). La observacién de la superficie de la epidermis mediante SEM vy la
comparativa con las células de la hoja (con menor grosor cuticular) y con otras
Opuntias, nos dejan entrever que los bordes celulares son sinuosos (Figura 106B),

encajando a modo de piezas de puzle. Sin embargo esto es complicado de apreciar

debido al grosor de la cuticula, que homogeniza la superficie (Figura 105, Figura 106A).

£ R : - > ] N o 3 B
Figura 106. Superficie de un tallo de O. dillenii vista mediante SEM. [A] Vista lejana. Los estomas apenas
sobresalen y resultan complicados de distinguir. [B] Vista en detalle. Se pueden observar las sinuosas
uniones entre las células epidérmicas. En la superficie aparecen lo que parecen colonias (*) de
microorganismos, no identificados. / Las barras de escala equivalen a 300 um en A, y 100 um en B.

La epidermis pluriestratificada es tremendamente infrecuente en O. dillenii, y
cuando aparece, consiste en una o dos células epidérmicas aisladas bajo la epidermis
corriente. Este fendmeno contrasta con la chumbera comun, en donde aparecen zonas

mucho mas extensas (parches) de epidermis pluriestratificada.
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Especie O. dillenii O. ficus-indica f. amyclaea
Grosor medio 21,8 +3,5 18,2 £3,8
Grosor minimo medido 13,9 11,5
Grosor maximo medido 30,1 30,1

Tabla 43. Grosor de la epidermis (monoestratificada) de tallos de O. dillenii y de la forma espinosa de O.
ficus-indica. En O. dillenii se han tomado 125 mediciones (n=125) entre 7 regiones distintas de distintos
cladodios. En O. ficus-indica f. amyclaea, 162 mediciones (n=162) entre 10 regiones en distintos
cladodios. Unidades expresadas en um.

El grosor medio calculado de la epidermis del tallo de la chumbera brava ha sido
de 21,8 + 3,5 um. Se ha realizado una comparativa entre la epidermis de regiones
monoestratificadas de la chumbera brava y la comun (Tabla 43). En ella se observa que
si bien las medidas oscilan entre los mismos limites, el grosor medio de la epidermis de
la chumbera brava es significativamente mayor (P < 0,05) que el de la forma espinosa
de la chumbera comun (que a su vez era mayor que el de la forma inerme).

Estomas

R “~ ) : B
Figura 107. Estoma de un tallo de O. dillenii. [A] Vista de superficie, captado mediante SEM. [B] Esquema
de A. En color oscuro las células oclusivas (co), en claro las células anexas (ca) o subsidiarias. / La barra
de escala equivale a 50 um.

Los estomas en los cladodios de la chumbera brava tienen una estructura
paracitica o rubidcea (Fahn, 1974; Prabhakar, 2004). Esta estructura consiste en dos
células subsidiarias situadas al lado de cada célula oclusiva, con sus ejes longitudinales
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paralelos (Figura 107B). Como veremos mas adelante, al contrario que en O. ficus-

indica, en O. dillenii los estomas de tallos y hojas si tienen una estructura semejante.

Debido al grosor de la cuticula, que homogeniza el relieve, y a que las células
estomaticas acostumbran a estar a nivel de la epidermis (Figura 108), los estomas no
resultan muy prominentes, por lo que en ocasiones resultan complicados de distinguir.
Apenas se diferencian en el relieve de la superficie epidérmica. Sin embargo, en
ocasiones el estoma se encuentra ligeramente por debajo del nivel de la epidermis
(Figura 109).

La figura 108 y la figura 109 muestran cortes transversales de estomas en tallos
de O. dillenii. La figura 108 muestra el relieve frecuente del estoma, al mismo nivel que
la epidermis, y las irregularidades ocultas bajo la cuticula. El estoma de la figura 109,
situado por debajo del nivel de la epidermis, aunque menos frecuente, nos resulta de
utilidad para mostrar con claridad su estructura. Cabe resefar que en este Ultimo se
forman acumulaciones de cuticula entre las células oclusivas y las anexas adyacentes,
mientras que en el estoma comun, esto no sucede. En ambos tipos de estomas
acostumbran a aparecer una pareja de drusas bajo las células anexas, en la frontera

del colénquima con la cdmara subestomatica.
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Figura 108. Corte transversal de un estoma en un tallo de O. dillenii tefiido con azul de toluidina. El
estoma apenas altera el relieve superficial, al encontrarse a nivel de la capa de la epidermis y cubierto
por la cuticula. Las estructuras observables se encuentran explicadas en la figura 109. La barra de escala

corresponde a 50 um.
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Figura 109. Corte transversal de un estoma ligeramente deprimido, de un tallo de O. dillenii. Tincion con
azul de toluidina. Las células oclusivas (co) se encuentran rodeadas cada una por una célula anexa (cal)
de gran tamario. En el hueco entre las cel. oclusivas y las cel. anexas, se acumula cuticula (ac). Cada cel.
anexa a su vez estd flanqueada por otra célula anexa (ca2) de un tamafio mucho menor. A continuacion
se encuentran las células comunes de la epidermis (ep). Debajo del estoma aparece una cdmara
subestomdtica (cs), que interrumpe un colénquima (cq) de paredes celulares muy gruesas. También se
aprecian algunas drusas (ds) de oxalato de calcio. La barra de escala corresponde a 50 um.

La densidad de estomas por unidad de superficie de tallo resulta mayor a lo
encontrado en la chumbera comun, especialmente respecto a la forma inerme. Como
se ha comentado en el anterior capitulo, pensamos necesario un estudio mas
exhaustivo. Teniendo en cuenta la plasticidad de esta planta, seria de interés realizar
cultivos de los distintos sujetos (O. dillenii y las dos formas de O. ficus-indica), en
iguales condiciones ambientales, para eliminar la influencia de ese factor en los

resultados. Posteriores estudios deberian estudiar el efecto de dichos factores

ambientales.
. . . 0. ficus-indica O. ficus-indica
Especie 0. dillenii L
f. ficus-indica f. amyclaea
Densidad estomatica
26,4 +3,2 11,5 +1,7 19,5 2,5

(estomas/mm?)

Tabla 44. Densidad media de estomas en la superficie de tallos de O. dillenii y O. ficus-indica. La muestra
consiste en 50 mediciones (n=50) repartidas aleatoriamente entre ambas caras del cladodio.

Bajo los estomas aparecen cdmaras subestomaticas (Figura 109). Consisten en
una galeria de huecos que permiten el paso de los gases por el interior de los tejidos

mas externos del tallo, y por tanto favorece el intercambio gaseoso. Las cdmaras
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subestomaticas atraviesan por completo el colénquima y penetran en mayor o menor

medida en la corteza.

En las distintas micrografias mostradas, los estomas aparecen cerrados. Esto es
debido a que las muestras han sido recogidas y tratadas durante el dia, momento en el
que las plantas CAM (metabolismo acido de crasuldceas), como las chumberas,
mantienen cerrados sus estomas. Asi, su indice de transpiracion es menor (Winter et
al., 2005). Por tanto, el cierre de los estomas diurnamente, es otra adaptacion a
ambientes aridos, obteniendo una ventaja competitiva (Taiz y Zeiger, 1991) al reducir
la pérdida de agua en comparacidon con los otros tipos de fotosintesis, c3 y c4
(Cernusak et al., 2007a; Cernusak et al., 2007b).

Hipodermis

El tejido subyacente a la epidermis es la hipodermis (Figura 110). Lo conforman
por lo general entre cuatro y seis capas de células de colénquima, vivas y de paredes
muy gruesas. Vistas en seccidn transversal al tallo, son células anchas y de poca altura.

Su funcién es de sostén, y su contenido en cloroplastos es escaso o nulo.

Figura 110. Corte transversal de la region de la epidermis y el colénquima de tallos de O. dillenii. Las
muestras han sido tefiidas con distintas técnicas, azul de toluidina en A, safranina-verde fijo en B. En
ambas se aprecia una gruesa cuticula (ct) cubriendo una epidermis (ep) monoestratificada. Bajo esta
capa aparece el colénquima (cq), de paredes celulares fuertemente engrosadas. Bajo el colénquima se

encuentra la corteza (cort). Tanto la epidermis como el colénquima estdn formados por células vivas,
nucleadas (*). / Las barras de escala corresponden a 100 um.

Los resultados obtenidos (Tabla 45) de las mediciones realizadas, confirman las
observaciones que indican que el colénquima en O. dillenii tiene unas paredes
celulares muy gruesas, significativamente mayores a las encontradas en ambas formas
de O. ficus-indica. La altura media de las células del colénquima en O. dillenii es 15,6

5,4 um, y el grosor total del colénquima oscila entre los 90 y los 140 um. Estos datos
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son relativamente semejantes (no se han encontrado diferencias significativas) a los

encontrados en la forma inerme de O. ficus-indica.

E . 0. dillenii 0. ficus-indica 0. ficus-indica
specie . dillenii
P f. ficus-indica f. amyclaea
Espesor del colénquima Entre 90y 140 Entre 100y 200 Entre 35y 70
Altura celular media 15,6 £5,4 17,5 £3,6 12,1 +43
Grosor medio de las paredes
P 10,1 £2,9 3,1 £0,6 6,0 +1,3

celulares

Tabla 45. Dimensiones del colénquima en el tallo de O. dillenii y O. ficus-indica. Se han tomado 10
medidas para cada uno de los 4 cladodios seleccionados (n=40) para cada forma de la chumbera comdn,
y 12 medidas por cada uno de los 8 cladodios seleccionados (n=96) para la chumbera brava. Resultados
expresados en um.

Tal y como sucede en la chumbera comun, en la chumbera brava también existe
un gradiente por el cual las células de colénquima mas internas son mas grandes, altas

y anchas (Figura 111).

Figura 111. Corte transversal de un tallo de O. dillenii, tefiido con azul de toluidina. Las células del
colénquima (cq) aumentan en tamafio segtin son mds internas. Algunas células (*) del colénquima en la
frontera con la corteza tienen un tamaiio muy superior. Otras leyendas: Cuticula (ct), Epidermis (ep),
Drusa (ds), Corteza (cort). La barra de escala corresponde a 100 um.

Cristales de oxalato de calcio

Los cristales de oxalato de calcio (Figura 112), o drusas, son muy cuantiosos en el
tallo. Son tremendamente abundantes en la primera capa de colénquima, bajo la
epidermis. Practicamente forman una capa continua, dejando en esta primera capa de
colénquima poco espacio para sus propias células (Figura 110B, Figura 111). También
son muy frecuentes las drusas bajo las células anexas de los estomas, en la zona mas
externa de las cdmaras subestomaticas (Figura 108, Figura 109). Dentro del

colénquima, se pueden encontrar en capas mas internas, pero con menor frecuencia.
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Figura 112. Cristal de oxalato de calcio en las cercanias de una célula de mucilago en un tallo de O.
dillenii. La barra de escala corresponde a 100 um.

Mds internamente en el tallo también se encuentran cristales de oxalato de
calcio. En pequeias cantidades las encontramos en las cercanias a las células de
mucilago (Figura 113A). Mas abundantes son alrededor de los tejidos vasculares,
especialmente sobre el floema, pudiendo encontrarse una decena de drusas en un

espacio bastante limitado (Figura 113B).

... v o " § ) ? - . — g 4 O 3 A
: 1 3 A Ee 8 X\
E—l\-‘“: ; { : 1 WO KOS -'_‘:”_ a4 P\ ¥
Figura 113. Drusas en un tallo de O. dillenii. Tincién con safranina — verde fijo. [A] En las cercanias de una

célula de mucilago (m). [B] Sobre el floema de un par de cordones de tejido vascular (tv). / Las barras de
escala corresponden a 100 um en A, y 200 um en B.

Es resefiable que mientras las drusas del colénquima son romas, casi esféricas
(Figura 108 y Figura 109), las drusas que se encuentran en las cercanias de los tejidos
vasculares y de células de mucilago, son estrelladas, con los brazos afilados (Figura 112
y Figura 113A).

Las drusas de los tallos de la chumbera brava tienen un diametro medio de 33,4
t 7,3 um. Son semejantes en tamafo a las drusas de forma espinosa de la chumbera

comun, y ligeramente inferiores a las de la forma inerme (Tabla 46).

~173 ~



~ Cap.3 ~ Resultados y Discusion: El tallo

Especie 0. dillenii 0. jiicus-.ind.ica O. ficus-indica
f. ficus-indica f. amyclaea
Diametro medio de las drusas 33,4 +7,3 38,8 5,3 33,8 +5,6
Diametro minimo medido 18,9 21,5 19,5
Diametro maximo medido 55,8 46,5 46,0

Tabla 46. Cristales de calcio en tallos de la chumbera brava y comun. Se han medido 6 drusas por cada
uno de los 5 cladodios observados (n=30) para cada forma de O. ficus-indica, y 10 drusas por cada uno
de los 10 cladodios (n=100) para O. dillenii. Resultados expresados en um.

Corteza externa

Bajo el colénquima se encuentra la corteza externa. Consiste en células de
parénguima, mas altas que anchas (vistas en corte transversal del tallo) y ordenadas en
forma de empalizada. Sin embargo esta distribucién frecuentemente se desordena y
gueda interrumpida por las numerosas camaras subestomaticas que atraviesan este

tejido (Figura 114), de una manera muy similar a la presente en la chumbera comun.
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Figura 114. Corte trasversal de un tallo de O. dillenii. Tincion con safranina — verde fijo. La corteza
externa (Cex) se encuentra atravesada por una gran cantidad de cdmaras subestomdticas (cs), que
desordenan la distribucion en empalizada de este tejido. Otras leyendas: Colénquima (cq). La barra de
escala equivale a 300 um.

Son células vivas, con la mayor parte de su volumen ocupado por vacuolas, y una

gran cantidad de cloroplastos (Figura 115B), distribuidos en la periferia celular.
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Figura 115. Cortes transversales de tallos de O. dillenii. [A] Las corteza externa (Cex) estd formada por
células de parénquima mds altas que anchas (vistas desde esta perspectiva), acompaiiadas por células
de mucilago (m), y los huecos formados por las cdmaras subestomdticas (cs). [B] Detalle de los
numerosos cloroplastos (cl) que se hallan en la corteza externa. Una cdmara subestomdtica (cs)
atraviesa el tejido. / Las barras de escala equivalen a 100 um.

Las dimensiones celulares medias son 147,5 £ 34 um de altura y 84,3 £ 14,7 um
de anchura, es decir, casi el doble de altura que de anchura. Comparando
estadisticamente con las dos formas estudiadas de la chumbera comun, encontramos
gue no hay diferencias significativas entre las dimensiones celulares de O. dillenii y la
forma espinosa (P > 0,05). Sin embargo, si existen diferencias significativas (P < 0,05)
con la forma inerme, teniendo esta ultima unas células parenquimdticas de menor
tamarfio (Tabla 47).

E . 0. dillenii O. ficus-indica 0. ficus-indica

specie . dillenii

P f. ficus-indica f. amyclaea
Altura celular 147,5 +34,0 80,1 *26,6 140,7 +33,7

Anchura celular 84,3 +14,7 43,2 +12,6 71,3 +14,6

Tabla 47. Dimensiones celulares medias en la corteza externa de tallos de O. dillenii y O. ficus-indica. Se
han medido 20 células por cada uno de los 5 cladodios observados (n=100). Resultados expresados en
um.

Células y canales de mucilago

Las células de mucilago (Figura 113A, Figura 115A y Figura 116) son células que
se encuentran insertas entre el parénquima de la corteza y la médula, pero que
difieren en gran medida de éste. Tienen un tamano muy superior, con un volumen
medio seis veces mas grande que las células parenquimaticas. No contienen

cloroplastos en su interior, tan sélo cantidades ingentes de material mucilaginoso.
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Figura 116. Células de mucilago (m) en la corteza de un tallo de O. dillenii. Tincion con safranina — verde
fijo. La barra de escala equivale a 200 um.

No se han encontrado diferencias significativas (P > 0,05) en las dimensiones de
estas células entre las formas y especies de chumbera estudiadas (Tabla 48). Por otro
lado, las células de mucilago son tremendamente abundantes en la chumbera brava,

mucho mas que en las dos formas de chumbera comun.

. . 0. ficus-indica 0. ficus-indica
0. dillenii L
f. ficus-indica f. amyclaea
Didametro minimo medido 124,6 118,8 137,2
Didmetro maximo medido 347,5 256,9 389,6
Didmetro medio 225,3 +£51,3 198,2 +48,2 225,3 +59,2

Tabla 48. Didmetros medios de células del mucilago en cladodios de O. dillenii y O. ficus-indica. El
tamario de la muestra ha sido 8 células (en 7 cladodios distintos) para la forma inerme, 17 células (en 9
cladodios) para la forma espinosa, y 49 células (en 15 cladodios) para O. dillenii. Resultados en um.

Como se comenté en el capitulo anterior, en Opuntia, existen unos canales de
mucilago (Mauseth, 2006) situados en el exterior del floema. Son anchos (660 x 3600
um) y llenos de mucilago extracelular, en donde flotan libremente células de mucilago.
Los canales crecen en anchura segun las células del epitelio que los reviste se separan
y flotan en el lumen. Estos canales, al contrario que en la chumbera comun, son muy
frecuentes y faciles de encontrar en los tallos de la chumbera brava (Figura 117A y B,
Figura 118Ay B).
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Aunque no existan estudios concretos sobre el tema, es previsible que la
formacién de estos canales comience con la muerte celular y disolucién de células de

mucilago y de parénquima preexistentes en la regién.

TS R

F/gura 117. Cortes transversa/es de canales de mucilago en la zona exter/or al floema en un tallo de 0.
dillenii. En la parte central del canal se encuentra el mucilago, en donde flotan algunas células. En [A] el
canal se situa en el exterior de un unico corddn de tejido vascular, mientras que en [B] ocupa toda la
anchura de dos cordones. Esto podria significar tanto que el canal va creciendo hasta fusionarse con los
canales adyacentes, como que el tejido vascular bajo el canal se ha bifurcado formando dos cordones.
Tincidn con safranina — verde fijo. Las barras de escala equivalen a 400 um.
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Figura 118. Canales de mucilago en un cladodio de O. d/I/en/l vistos en seccion longitudinal. [A] El canal
de mucilago (cm), delimitado por células epiteliales (cep), se situa paralelo sobre los elementos de los
tubos cribosos del floema (f). Sobre el canal, se encuentra la corteza (ctz), en la que se pueden observar
células de mucilago también. [B] Canal de mucilago a mayores aumentos, se aprecia una gran cantidad
de drusas (d) tanto en su interior como bajo este (entre el canal y el floema). Tincion con safranina —
verde fijo. Las barras de escala equivalen a 500 um en A, y 250 um en B.

Corteza interna

Mas interna dentro del tallo, la corteza va perdiendo su ordenacién en
empalizada, las células adquieren una forma menos alargada y mas irregular. El

tamafio de las células también es mas variable. No existe una divisidon clara entre la
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corteza externa e interna, la transicion de una a otra es progresiva. La profundidad a la
que aparece la corteza interna no es fija, por lo que a la misma profundidad de un
mismo tallo podemos encontrar zonas con caracteristicas de la corteza externa (no han
perdido su disposicién en empalizada) y de la corteza interna (desordenadas) (Figura
119).
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Figura 119. Corte transversal de un tallo de O. dillenii, tefiido con safranina — verde fijo. En la parte
superior las células de la corteza externa (Cext) son mds altas que anchas y mantienen un orden. En la

parte inferior izquierda las células de la corteza interna (Cint) son irrequlares y estdn desordenadas.
Entre medias hay numerosas células de mucilago (m). La barra de escala equivale a 400 um.

El contenido en cloroplastos es menor que en la corteza interna. En las zonas
mas internas de la corteza interna, comienzan a aparecer grandes cantidades de

granulos de almidon (Figura 120).
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Figura 120. Grdnulos de almiddn en /a‘corfeza de un tallo de O. dillenii. La barra de escala equivale a 100
um.

Tejidos conductores y Esclerénquima

Como se ha comentado previamente, existen aun tejidos en los tallos de los
cactus, cuyo origen, constitucion y distribucién son cuestiones aun en debate. Ejemplo

de ello es el sistema vascular.

La estela tiene una disposicién de tipo eustela. Esto quiere decir que los tejidos
vasculares se disponen alrededor de la médula del tallo. Los cordones de tejidos
vasculares son independientes entre si y estan separados por células de parénquima
de la estela, o parénquima radiomedular.

Las formas y tamafio de los cordones de tejido vascular maduros son variables
(Figura 121A y B). Entre los estudiados, se encontraron grosores aproximados entre 65
y 500 um, y alturas entre los 640 y los 1.350 um (Tabla 49). Esos datos corresponden a
cordones vasculares comunes. Sin embargo, a lo largo del tallo se encuentran algunos
de menor tamafio y sin fibras, a los que hemos denominado cordones secundarios de
tejido vascular (Figura 121B), que van desde los cordones principales a las areolas. Sus
dimensiones oscilan entre aproximadamente los 140 y 190 um de grosor, y entre los
250y 290 um de altura (Tabla 49).

En general, los cordones vasculares de la chumbera brava son de un tamano

superior a los de la especie comun, principalmente debido a la presencia de una regién

~179 ~



~ Cap.3 ~ Resultados y Discusion: El tallo

de esclerénquima inserta dentro del cordén de xilema, lo cual aumenta

considerablemente el volumen ocupado por este.

Figura 121. Cordones de tejido vascular de un tallo de O. dillenii, vistos en seccion transversal. Tincion
con safranina — verde fijo. [A] Cordon vascular principal. Tiene una altura considerable y un grosor
medio, y alberga una gran cantidad de fibras xilares. [B] Corddn secundario de tejido vascular, que va
desde el cordon principal de tejidos vasculares a una areola. Tiene una corta altura y grosor. La mayor
parte del xilema estd formado por trdqueas, y carece de fibras xilares. / Las barras de escala equivalen a
300umenAya 100 um en B.

Cordones principales Cordones secundarios
Altura 640,5-1.349,3 263,3 -285,1
Grosor 66,9 —497,8 147,7 — 186,9

Tabla 49. Dimensiones minimas y mdximas medidas en cordones de tejidos vasculares de cladodios de O.
dillenii. Para ello se han medido 20 cordones principales y 20 secundarios (n=20) en 2 cladodios distintos.
Resultados expresados en um.
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Figura 122. [A] Corte transversal de un corddn de tejidos vasculares de un tallo de O. dillenii. En la region
mads interna se observan varias traqueidas de banda ancha (punta de flechas). [B] Ampliacion de A. Zona
de floema. En la parte superior hay una zona tefiida con mds intensidad, que corresponde a floema
colapsado. El floema contiene elementos de los tubos cribosos (ec), células acompafiantes (ca) de estos,
y placas cribosas (pc) en la union entre elementos. [C] Ampliacion de A en la zona del xilema. Se
compone de algunas trdaqueas (t), rodeadas de parénquima del xilema (px). Entre la zona del xilema y del
floema se encuentran entre 2 y 3 filas de células que componen el cambium fascicular (cf). [D] Fibras
xilares. / Tincién con safranina — verde fijo. Las barras de escala equivalen a 100 umen A, By C; y a 50
um en D.

Desde una perspectiva transversal, los cordones de tejido vascular del tallo de O.

dillenii (Figura 122A) generalmente se pueden dividir en 5 regiones bien delimitadas.

En la parte del cordéon mas alejada del centro del tallo, encontramos una masa
muy compacta (Figura 122B), formada por floema colapsado, empujado por el floema

de nueva formacion del crecimiento secundario.
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La siguiente region avanzando hacia el interior es la propia del floema, sin
compactar (Figura 122B, Figura 123). Esta formada por elementos de los tubos
cribosos, que son células vivas sin nucleo, con perforaciones en los laterales y placas
cribosas en sus extremos. Las perforaciones y placas permiten a los elementos de los
tubos cribosos ejercer una funcién de transporte de la savia elaborada. Junto a los
elementos de los tubos cribosos aparecen las células acompafiantes, de menor
tamafio, vivas y nucleadas. Ademas pueden existir células de parénquima del floema,

que sin embargo son de dificil identificacién por su parecido con los elementos de los

tubos cribosos.

Figura 123. Region de'I floema de un haz vascular de un tallo de O. dillenii. En la fotografia se distinguen

elementos de los tubos cribosos (ec), células acomparfiantes (punta de flecha), y placas cribosas (*). La
barra de escala equivale a 50 um.

La siguiente regiéon mas interna es el cambium fascicular (Figura 122C). Consiste
por lo general en tres filas de células de paredes celulares finas, situadas entre el
floema y el xilema. Son células meristematicas encargadas de generar floema y xilema

durante el crecimiento secundario.

La region del xilema (Figura 122C) se encuentra por debajo del cambium
fascicular. Estad formada por células de parénquima del xilema y por traqueas o vasos,

encargados de transportar la savia bruta. Las traqueas son células muertas de lumen
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amplio, que en esta planta disponen un amplio rango de engrosamientos de la pared
celular. De acuerdo con las clasificaciones en funcion de la morfologia del
engrosamiento (Cortés, 1980), los engrosamientos presentes en el xilema del tallo de
O. dillenii son anulares, helicoidales y reticulados (Figura 124). Este ultimo tipo de
engrosamiento no ha sido observado en los cladodios de la chumbera comun. En
algunos fragmentos de xilema incluso parecen distinguirse dobles hélices. La
proporcién entre células de parénquima del xilema y traqueas es variable, aunque
generalmente la cantidad de las primeras es mayor que las segundas. Un ejemplo de la
existencia de excepciones es la figura 121B, donde las trdqueas son mayoria en esa

Zona.

FE o A Tar il | ; : . 4
/’4 0S8 S R D | 8k a 1 L
Figura 124. Engrosamientos secundarios reticulados de la pared celular de traqueas en un cladodio de O.
dillenii, vistos en seccion longitudinal. Tincién con safranina - verde fijo. Las barras de escala equivalen a
50 um.

En la regidn del xilema también se pueden encontrar dispersas algunas
traqueidas (Figura 122A, Figura 125), denominadas “de banda ancha” por Mauseth
(2004). Estas son células vasculares muertas, cortas y anchas, con unos
engrosamientos impregnados de lignina muy voluminosos. Aunque no se ha detectado
su aparicién en todos los cordones vasculares estudiados, es un elemento bastante
frecuente en los cordones de buen tamafio. A pesar de aparecer con frecuencia, lo
hace en pequefios numeros, de modo disperso por el extremo mas interno de la
region.

La ultima regidn se encuentra también dentro de los limites de la anterior
(xilema), y tiene funciones de sostén: el esclerénquima. Estd compuesto por fibras
xilares o fibras del lefio (Figura 122A y D, Figura 125), células muertas de paredes

fuertemente engrosadas, de entre 5y 7 um de grosor. Esta region puede no aparecer,

principalmente en los cordones vasculares mas pequefios y los secundarios que van
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hacia las areolas (Figura 121B). Sin embargo, la mayor parte de los cordones de tejido
vascular contienen fibras en abundancia, generalmente agrupadas cerca de su extremo
interno, aunque en ocasiones también ocupa alguna pequefa extensién adicional por
la region del xilema. Comparando con la chumbera comun, en la que las fibras si

aparecen en pequeias cantidades y en tallos de avanzada edad, el esclerénquima esta

mucho mas desarrollado en la chumbera brava.

Figura 125. Regidn interna de dos cordones de tejldo vascu/ar en dos tallos de O. dillenii. En /as imdgenes
se pueden apreciar traqueidas de banda ancha (punta de flecha), bajo la region ocupada por el
esclerénquima, formado por fibras xilares (fx). También se pueden observar algunas trdqueas (t). Tincién
con safranina — verde fijo. Las barras de escala equivalen a 100 um.

Médula
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Figura 126. Secc:on transversal de un tallo de O d/lIen// en Ia que la barra central marca Ia zona
ocupada por la médula (med). La proporcion del volumen que ocupan médula, corteza interna (Cint) y
corteza externa (Cext) en el tallo es variable. En el tallo se pueden encontrar numerosas células de
mucilago (m) tanto en la corteza como en la médula. Tincion con safranina — verde fijo. La barra de
escala equivale a 1000 um.
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La médula estd compuesta principalmente por células de parénquima muy

similares a las de la corteza interna, aunque generalmente de un tamafio mayor. Al
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igual que en las zonas mas internas de la corteza interna, existe una gran cantidad de
granulos de almidén (Figura 120). Las células de mucilago son muy abundantes en la

médula.

Areolas: espinas, gloquidios y tricomas

» Areolas

Las areolas del cladodio de la chumbera brava sobresalen varios milimetros
sobre el nivel de las pencas, confiriéndoles ese aspecto anguloso caracteristico. Son
muy llamativas también por albergar grandes espinas y gloquidios, ambos de color
amarillo. Existe una menor cantidad de areolas en los cladodios de O. dillenii,
comparando con O. ficus-indica. Esto es asi debido a que el tamafio de los cladodios es
menor en O. dillenii, pero también se debe a que la densidad de areolas por superficie

de tallo también es significativamente (P < 0,05) inferior (Tabla 50).

Especie 0. dillenii O. ficus-indica
Minimo de areolas en un cladodio 26 99
Maximo de areolas en un cladodio 50 155
Media de areolas por cladodio 36,5 +7,8 117,1 £14,9
Densidad de areolas (areolas/cm? de tallo) 0,09 +0,02 0,12 +0,03

Tabla 50. Recuento de areolas y su densidad por cladodio, en O. dillenii y O. ficus-indica. Se ha empleado
una muestra de 10 cladodios para O. dillenii y 20 cladodios para O. ficus-indica.

A |85 T B |
Figura 127. Areolas en tallos de O. dillenii. [A] Tallo joven. La areola atin conserva la hoja (h), y sélo se
aprecia una espina de gran tamaiio, la espina principal (e.p). Toda la base de la areola estd cubierta de
una capa de tricomas (tr). Los gloquidios (gl) son grandes y se disponen en media luna. [B] Tallo joven, de
mayor edad que “[A]”. La areola ya ha perdido la hoja, y han crecido otras espinas, secundarias (e.s),
pero aun no han crecido lo suficiente para adquirir dimensiones semejantes a la espina principal (e.p) y
volverse indistinguibles. Los alrededores de la espina principal estdn recubiertos de tricomas (tr). Los
gloquidios (gl) se disponen en media luna. / Las barras de escala equivalen a Immen A, y 2 mm en B.

Las areolas de los cladodios jévenes de la chumbera brava (Figura 127A) tienen

una densa capa de tricomas en la base. Rodeando la zona central de la areola se
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encuentran los gloquidios, que en esta planta se pueden apreciar facilmente a simple
vista, ya que son de un tamafio considerable. Se disponen en forma de media luna, con
su abertura en la zona opuesta a la hoja. La espina principal, que es la primera espina
gue aparece en el cladodio, se suele encontrar entre la zona central de la areola y la

hoja.

Con el paso del tiempo, segun el tallo madura, la areola cambia sus
caracteristicas. La zona situada en el exterior de la media luna de gloquidios pierde sus
tricomas. También se seca y desprende la hoja. Comienzan a crecer otras espinas a las
que denominamos espinas secundarias (Figura 127B). Sin embargo, muchas de estas

espinas crecen hasta adquirir unas dimensiones similares a las de la espina principal.

I e

7 P Yl T
Figura 128. Areolas de un tallo adulto de O. dillenii.

Por tanto, cada areola adulta (Figura 128) puede albergar entre tres y diez
espinas. De acuerdo con Bohm (2008), las espinas pueden no aparecer, aungue
nosotros no hemos llegado a observar tal cosa.

= espinas
Las espinas son largas y gruesas, y de un color entre el amarillo y el marrén. Su
zona basal generalmente se encuentra un tanto aplanada, lo que facilita que la espina

en ocasiones se curve hacia el exterior.

Comparando entre las distintas chumberas hemos observado que las
dimensiones de las espinas de cladodios de la chumbera brava en general son
significativamente mds largas que las de la chumbera comun (Tabla 51). Asimismo, las
espinas también son mas gruesas, aunque en menor medida. De tal modo que,

teniendo en cuenta que, respecto a O. ficus-indica, en O. dillenii los cladodios tienen
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un menor tamafo y las espinas son mas grandes, éstas ultimas resaltan mucho mas.

Esto se acentua por su color en ocasiones llamativo.

0. dillenii O. ficus-indica O. ficus-indica
- alflent f. ficus-indica f. amyclaea
Longitud maxima medida 70,3 11,5 39,1
Grosor maximo medido 02,6 01,1 02,1

Tabla 51. Dimensiones medidas en espinas de tallos de O. dillenii y O. ficus-indica. Muestra de 50 espinas
(en 10 tallos diferentes) por forma o especie. Resultados expresados en mm.

Las espinas jovenes tienen un color blanquecino (Figura 129A). El apice de la
espina joven (Figura 129B) es verde, y ligeramente translicida. Bajo el apice hay una
banda de color verde oscuro. De igual manera existen bandas de color verde oscuro en
el centro de la espina y en su base. Muy tempranamente el color blanquecino de la
espina da paso a una coloraciéon amarilla (Figura 129C), de tonalidades mds o menos
oscuras. La espina adulta pierde las bandas verdes, sin embargo, el color de la espina
tampoco es homogéneo, ya que dentro de la misma espina existen distintas

tonalidades de amarillo.

T ’

Figura 12. Esbihas de‘tallos de O. dillenii. [A] Espina joven. El cuerpo de la esp}na alterna zonas de color
blanco con anillos verdosos (base, centro e inicio del dpice). [B] Apice de “[A]”. Tiene un color verdoso y
es translucida. [C] Espinas adultas, largas y de color amarillo (mds claro u oscuro).
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Vista la superficie de las espinas mediante SEM, se puede observar que la zona
intermedia esta cubierta por células dispuestas muy cefidas entre si, formando un
mosaico (Figura 130). El tamafio de éstas es ligeramente superior a las mismas en
ambas formas de chumbera comun (Tabla 52), aunque la diferencia no llega a ser

significativa.
0. dillenii o. f:icus-.ind.ica 0. ficus-indica
f. ficus-indica f. amyclaea
Longitud media celular 80,6 +20,6 71,7 11,6 76,7 +15,5
Anchura media celular 31,3 +07,7 22,2 +06,3 17,5 £02,0
Superficie media celular 2.520,4 1.591,7 1.342,3

Tabla 52. Dimensiones medias de las células superficiales de las espinas de O. ficus-indica y O. dillenii. Se
han medido 30 células en 3 espinas distintas (n=30) por cada grupo. Resultados expresados en um.

X350 - i S _=~100um’
Figura 130. Vista por SEM de la superficie de una espina de un tallo de O. dillenii. Las células de la

epidermis de la espina estdn dispuestas compactadas, como un mosaico. La barra de escala equivale a
100 um.

Por otra parte, la zona apical de las espinas esta revestida por células que no
encajan completamente entre si (Figura 131A y B), por lo que se generan salientes, o
barbas, en la zona basal de la célula. La punta de la espina es afilada, aunque no tanto

como sucede en los gloquidios o en las espinas de la chumbera comun.
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ra 131. Zona apical de esinasdel tallo de O. c;e capturadas meiante SEM. ias barras de escala
corresponden a 500um para Ay a 100um para B.
=  Gloquidios

Los gloquidios del cladodio de la chumbera brava son abundantes y de gran
tamanio, llegando a tener longitudes cercanas a los 6 mm. Por tanto, al contrario de lo
gue sucede en los cladodios de la chumbera comun, son facilmente distinguibles. Los
gloquidios jovenes son verdosos y ligeramente translicidos (Figura 127A), sin
embargo, con el paso del tiempo, acaban adquiriendo un color amarillo similar al de las
espinas (Figura 127B). Como se ha comentado con anterioridad, se disponen en una
fila circular rodeando la zona central de la areola, donde se encuentran las espinas. El
circulo formado por los gloquidios estd incompleto, ya que tiene una abertura en la

zona en la que se situa la hoja antes de caer.

| A [ S ESE=E =
Figura 132. Gloquidios de cladodios de chumbera brava, observados mediante SEM. [A] Vista de los
gloquidios (gl) en la areola, en la que también se observan espinas (e), y tricomas (tr). [B] Detalle de la
base de algunos gloquidios. Se pueden observar las proyecciones de las células superficiales (barbas),
muy abundantes y alargadas. / Las barras de escala equivalen a 2 mm en A y 400 um en B.

Los gloquidios de O. dillenii tienen un grosor entre 150 y 190 um. Sus barbas son
alargadas (una media de 34,2 + 9,2 um) y pueden ser retorcidas (Figura 133A). La
punta de los gloquidios es menos afilada que en la chumbera comun, y carece de
barbas (Figura 133B), pero ello no les impide clavarse con suma facilidad.
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A t oA Vi A B
Figura 133. Gloquidios de O. dillenii. Capturas de microscopia electrénica. [A] Barbas en su superficie. [B]
Apice. / Las barras de escala equivalen a 50 um en Ay 300 um en B.

La hoja

Las hojas son una estructura muy efimera, ya que se secan y se desprenden poco
tiempo después de formarse. Mientras se mantienen vivas, las hojas tienen una forma
conica. Su superficie es rugosa y verde, con un ligero moteado de color mas claro.
Generalmente la hoja es achatada (Figura 135, Figura 136) en su zona basal, y segun se
va acercando al apice va adquiriendo una forma circular. La zona apical suele estar
doblada, inclinada en direccién abaxial. El tamafo de las hojas de la chumbera brava es
significativamente menor al de la chumbera comun, teniendo la primera una longitud
media de 4,2 mm (Tabla 53).

Figura 134. Hoja en una areola de un cladodio de O. dillenii. La barra de escala equivale a 1 mm.

La distribucion interna de la hoja (Figura 135, Figura 136), es relativamente
simple ya que tiene pocos tejidos. Estad delimitada por la epidermis y su cuticula, bajo

las cuales se situa el mesofilo, los tejidos conductores y las células de mucilago
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. .. 0. ficus-indica 0. ficus-indica
0. dillenii .
f. ficus-indica f. amyclaea
Longitud media 4,2 +0,7 7,1 £0,5 5,9 +0,5
Minimo medido 3 6 5
Maximo medido 5 8 7

Tabla 53. Longitudes foliares de la chumbera brava (O. dillenii) y comun (f. ficus-indica y f. amyclaea). La
muestra ha consistido en 30 hojas por forma o especie (n=30). Los resultados estdn expresados en mm.

SR Abaxial
célula de (Envés)

epidermis e Yoyt (P mucilago

| oy |

Figura 135. Corte transversal de la zona basal de hoja de un tallo de O. dillenii. Tincion con azul de
toluidina. La barra de escala equivale a 200 um.

haz vascular . _ A T IR Adaxial

. 5 Abaxial

epidermis : (Envés)
célula de

mucilago ——

Figura 136. Corte transversal de la zona basal de hoja de un tallo de O. dillenii. Tincion con safranina —
verde fijo. La barra de escala equivale a 200 um.
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Epidermis

La epidermis de la hoja de la chumbera brava esta recubierta externamente por
la cuticula, una capa cérea tremendamente fina. En determinadas zonas resulta
complicado detectar la existencia de esta capa, aun utilizando microscopia de luz y
grandes aumentos. El grosor medio de las muestras de cuticula medidas es de 1,8 + 0,6

pm, habiéndose obtenido valores en un intervalo entre los 0,9 um y los 3,2 um.

Figura 137. Cuticula (cabeza de flecha) en una hoja de O. dillenii. Por debajo se encuentran la epidermis
(ep) y el mesdfilo (mf). Tincién con azul de toluidina. La barra de escala equivale a 20um.

La epidermis de O. dillenii es monoestratificada. Estd formada por células mas
anchas que altas (vistas transversalmente a la hoja), que estdn unidas entre si
mediante bordes levemente deprimidos y muy serpenteantes (Figura 138, Figura 139).

AR
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Figura 138. Corte tangencial de la superficie de una hoja de O. dillenii. Las células epidérmicas encajan
entre si con bordes zigzagueantes. Tincién con azul de toluidina. La barra de escala equivale a 100 um.

~192 ~



~ Cap.3 ~ Resultados y Discusion: La hoja

Figura 139. Imagen mediante SEM de la superfic;'e de una hoja de O. dillenii,
células de la epidermis, con uniones sinuosas, y varios estomas. La barra de escala equivale a 100 um.

El grosor medio de la epidermis de la chumbera brava oscila entre los 15 y 18
pum. Vista en seccién tangencial (Figura 139) y transversal (Figura 137), se aprecia que
la epidermis tiene pocos salientes y las papilas foliares son practicamente inexistentes.
Esto mismo se puede comprobar analizando los datos de la tabla 54, donde los
grosores maximos medidos en O. ficus-indica son considerables, correspondiendo
estos a papilas foliares, mientras que en O. dillenii esto no sucede, ya que carece de
papilas foliares. De tal modo, se puede decir que O. dillenii tiene una epidermis mas

lisa y fina que O. ficus-indica.

. .. 0. ficus-indica 0. ficus-indica
0. dillenii o
f. ficus-indica f. amyclaea
Zona adaxial 17,6 +6,0 22,5 19,4 27,7 +10,8
Zona abaxial 15,7 6,0 27,3 +20,6 30,4 *15,6
Grosor maximo 31,6 95,7 81,6

Tabla 54. Grosor medio de la epidermis de hojas de O. dillenii y O. ficus-indica. Se han tomado 60
mediciones en 3 hojas distintas por cada especie o forma (n=60). Los resultados estdn expresados en um.
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Estomas

Entre las células de la epidermis de la superficie de la hoja de la chumbera brava,
se localizan abundantes estomas. Los estomas se encuentran al mismo nivel que las

células de la epidermis que los rodean (Figura 139, Figura 140 y Figura 142).

Como se ha puesto de manifiesto en el apartado del tallo, los estomas de las
hojas y del tallo son semejantes, al contrario de lo que sucede en la chumbera comdun.
Esto es, sus componentes tienen una disposicidon paracitica o rubiacea (Fahn, 1974;
Prabhakar, 2004), con dos células subsidiarias flanqueando paralelamente cada célula
oclusiva (Figura 141, Figura 140 y Figura 142).

Figura 140. Estoma en una hoja de O. dillenii, vista superficial mediante SEM. El estoma estd compuesto
por 6 células: 2 células oclusivas (co) y 4 células subsidiarias (ca). La barra de escala equivale a 30 um.

4

Figura 141. Estoma en una hoja de O. dillenii, corte tangencial a la superficie, tefiido con azul de
toluidina. El estoma estd compuesto por 6 células: 2 células oclusivas (co) y 4 células subsidiarias (ca).
Rodeando el estoma se encuentran las células de la epidermis (ep). La barra de escala equivale a 50 um.
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Otra diferencia apreciada respecto a la chumbera comun radica en la densidad
de estomas en funcidn de la zona. En la chumbera brava, al igual que en la chumbera

comun, la densidad de estomas es superior en el haz que en el envés (Tabla 55).

. . O. ficus-indica O. ficus-indica
0. dillenii o
f. ficus-indica f. amyclaea
Zona Adaxial 21,7 +4,8 15,2 +3,7 20,6 +6,6
Zona Abaxial 17,6 £3,2 12,7 +3,2 16,5 +4,3
Media 19,5 +4,4 14,0 £3,6 18,5 £5,9

Tabla 55. Densidad estomadtica (estomas/mmz) en hojas de chumbera brava y comun, en funcion de la
zona. Se han tomado 50 medidas en 5 hojas distintas (n=50) por forma o especie.

Figura 142. Estoma en una hoja de O. dillenii, vista transversal. Leyenda: Células oclusivas (co), Células

subordinadas (ca), Epidermis (ep), Cdmara subestomdtica (cs), Mesdfilo (mf), Ostiolo (*). La barra de
escala equivale a 50 um.

Mesdfilo

El mesdfilo es un tejido compuesto por células de parénquima, con un gran

contenido en cloroplastos, y una disposicién desorganizada. Son células por lo general
sin una forma definida, de paredes celulares finas. El tamafio de dichas células es
variable, pero se puede apreciar una pequefia diferencia en el tamafio medio
encontrado en las zonas adaxial y abaxial. Sin embargo, esta diferencia es pequena vy
en ningun caso se acerca a las diferencias entre zonas de la hoja que se da en la

chumbera comun (Tabla 56).
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L O. ficus-indica 0. ficus-indica
0. dillenii

f. ficus-indica f. amyclaea
Area celular, zona adaxial 3.202 £ 889 2.986 + 613 2.811 +717
Area celular, zona abaxial 3.790 £ 982 4.213 £728 3.985 + 757

Tabla 56. Areas medias de las células del meséfilo de la hoja, en corte transversal. Se han tomado 44
medidas en 4 hojas distintas (n=44) por cada forma o especie. Resultados expresados en umz.

Entre las células del meséfilo se pueden encontrar excepcionalmente drusas o

cristales de oxalato de calcio (Figura 143).

-ay 2" ) \ ‘ e L 8

Figura 143. Cortes transversales de una hoja de O. dillenii. Tincién con safranina — verde fijo. [A] Zona del
mesdfilo (mf) cercana a un haz vascular (hv). [B] Ampliacién de la zona del recuadro de “A”. Se puede
observar una drusa (ds), al lado de una célula de mucilago (m). / Las barras de escala equivale a 100 um
enAya50umenB.

\

Células de mucilago

- B Sa it Po
Figura 144. Células de mucilago en la hoja de O. dillenii. [A] Corte transversal de una hoja. La mayor
parte de las células de mucilago (coloracién azul) se encuentran en la zona abaxial. Tincion con azul de
toluidina. [B] Acumulacion de células de mucilago (coloracion roja) en la zona basal de una hoja (corte
longitudinal). Tincion con safranina — verde fijo. [C] Acumulacién de células de mucilago (coloracion
morada) en la zona apical de una hoja (corte longitudinal). Tincién con azul de toluidina. / Las barras de

escala equivalen a 300 um.
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Tal y como sucede en el tallo, las hojas de O. dillenii tienen una gran cantidad de
células de mucilago en su interior, mds que cualquiera de las formas de O. ficus-indica
(Tabla 57). Aunque aparecen por toda la hoja, son especialmente abundantes en la
base, el apice, y la zona abaxial de la hoja (Figura 144). No se ha detectado la existencia

de canales de mucilago en la hoja.

. . O. ficus-indica O. ficus-indica
0. dillenii L
f. ficus-indica f. amyclaea

Area ocupada por el mucilago respecto

. . 21,8 £5,2 43 +1,3 8,9 +1,1
al area total de la hoja (%) 85

Tabla 57. Porcentaje del drea que ocupan las células de mucilago en cortes transversales de la zona
central de hojas de chumbera brava y comun. Se han empleado 5 hojas por especie para su cdlculo (n=5).

Tejidos conductores

Los tejidos conductores de las hojas de O. dillenii consisten en una serie de haces
vasculares que las atraviesan desde la base hasta el dpice, paralelos al eje mayor. Los
haces por tanto se alinean paralelos entre si, en la zona central de la hoja (Figura 135)
o en la mitad adaxial (Figura 144A). El numero de haces que recorren la hoja no es
constante. En ocasiones existe un haz central de un tamaifo mayor al resto; sin

embargo, esto no es lo mas frecuente.

pX A . ] ‘ % ‘.
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Figura 145. Tejido vascular en la hoja de O. dillenii. Pueden adquirir diversas formas y tamarfios: “A” es
corto y estrecho, apenas 3 columnas de xilema y escasa cantidad de floema, dispuesto asimétricamente;
“B” es mds ancho y alto, y el floema se dispone encima del xilema. / Leyendas: Floema (f), Trdquea (t),
Parénquima del xilema (x). Tincién con safranina — verde fijo en A 'y azul de toluidina en B. Las barras de
escala equivalen a 100 um.
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La forma y tamafio de los haces vasculares es variable (Figura 145A y B). En el
extremo mads abaxial contiene una masa de floema por lo general pequeia,
desordenada, y en ocasiones muy compacta. El resto del haz estd ocupado por el
xilema dispuesto por series de células organizadas en columnas. Las células que
componen el xilema son trdqueas de paredes secundarias engrosadas y células de

parénquima del xilema. Los engrosamientos de las paredes de las traqueas pueden ser

anulares o helicoidales (Figura 147).

\ 4 A3 1 "
Figura 146. Detalle de la zona mds abaxial de un haz vascular de la hoja de O. dillenii. En el extremo se
encuentra el floema, y mds abajo se observa una pequefia region (comprendida entre los asteriscos, *),
que marca una zona de células de pared fina. Estas células son restos del procambium, que en la hoja no
tiene actividad meristemdtica. Bajo esta zona, se encuentra el xilema (x), compuesto por trdqueas (t), y
parénquima del xilema (px). Tincion con azul de toluidina. La barra de escala equivale a 50 um.
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Figura 147. Seccion longitudinal del xilema de una hoja de O. dillenii, en la que se observan con claridad

engrosamientos helicoidales de las paredes celulares de las traqueas. La barra de escala equivale a 100
um.
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Entre floema y xilema, a veces se encuentran algunas filas de células de paredes
celulares finas y sin engrosamiento, con divisiones periclinales, que probablemente
mantengan actividad meristematica (Figura 146). Esto es frecuente en haces de buen
tamafio, principalmente los centrales. En ningln caso se ha encontrado fibras en el

tejido vascular de las hojas.

La raiz

El érgano menos especializado en las cactaceas, es la raiz (Dubrovsky y North,
2002; Bohm, 2008), por lo que en principio no deberian existir grandes diferencias
entre las raices de las distintas especies de la familia. En este apartado tratamos de

comprobar si las raices de la chumbera brava se ajustan a tal pauta.

A simple vista, las raices de la chumbera brava son muy semejantes a las de la
forma inerme de la chumbera comun (Figura 148, Figura 149). Para estudiar a fondo si
en realidad existen diferencias entre las raices de ambas especies, hemos centrado
nuestro foco de atencidn en el analisis de su estructura interna y de su desarrollo.

Ademads, se han estudiado varios aspectos relacionados con la formacién de raices

laterales (RLs).

Figura 149. Raices de 15 dias de edad de O. dillenii. La barra de escala equivale a 5 cm.
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Estructura interna

Epidermis

La epidermis (Figura 151A y B) es el tejido mas externo de la raiz joven, y por
tanto esta en contacto en contacto directo con el suelo. Es un tejido monestratificado,
de un grosor medio medido de 11,3 + 3,2 um. Comparando con las mediciones en la
chumbera comun (Tabla 58), tiene un grosor ligeramente menor. Sin embargo, vista la

pequefia diferencia existente, no parece un buen factor para diferenciar especies.

La epidermis esta formada por células epidérmicas, muy juntas entre ellas y de
pequeiio tamano en comparacion con las células subyacentes. Por lo general tienen un
aspecto cuadrado o rectangular (vistas en corte transversal). Sus paredes celulares son

estrechas, de modo que no dificulten el paso de nutrientes y agua hacia el interior.

. . 0. ficus-indica O. ficus-indica
0. dillenii L
f. ficus-indica f. amyclaea
Grosor medio 11,3 £3,2 14,3 4,0 12,5 +3,7
Minimo medido 05,5 06,0 05,5
Maximo medido 22,2 26,0 27,2

Tabla 58. Grosor de la epidermis de raices de O. dillenii y las dos formas de O. ficus-indica. Se han
tomado 240 medidas en 8 regiones diferentes por cada especie o forma (n=240). Los resultados estdn
expresados en um.

En esta capa son frecuentes los pelos radiculares (Figura 150A), que pueden

llegar a medir longitudes muy grandes del orden de cientos de micrometros (Figura
150B).

——————— [B
s
Figura 150. Pelos radiculares de una raiz de O. dillenii. Muestras tratadas con berberina — azul de anilina
y vistas mediante luz UV. Las barras de escala equivalen a 100 um.
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Tejido cortical

Inmediatamente por debajo de la epidermis se encuentra el tejido cortical, en el

que se incluyen la hipodermis, la corteza y la endodermis (de mds externo a interno).

En muchas plantas, la capa mas externa de la corteza de la raiz tiene una funcion
de proteccidn, y consiste en células de paredes celulares suberizadas y con banda de
Caspary. Esta capa es la exodermis, y estd ausente en O. dillenii. En su lugar aparece la
hipodermis, una capa de células de parénquima de paredes celulares sin engrosar
(Figura 151A y B). La hipodermis se puede distinguir de la corteza sobre la que se
asienta, por el menor tamano de sus células y el menor grosor de sus paredes
celulares. En nuestras observaciones por microscopia de luz y de fluorescencia, no se

ha tenido constancia de la existencia de bandas de Caspary en la hipodermis.

| . [A] 2 | e [ 8]

//(} =2 ~"h
/*\\ '

Figura 151. Cortes transversales de la region mds externa de una raiz de chumbera brava de 3 (A) y 9 (B)
dias de edad. Leyendas: Epidermis (ep), Hipodermis (hd), Corteza (ctz), Pelos radiculares (sefialados por
flechas). Tincién con azul de toluidina. Las barras de escala equivalen a 100 um en A, y 50 um en B.

Las células de mayor tamano de la raiz se encuentran en la corteza primaria
(Figura 152). Son células de parénquima, de formas redondeadas. Entre ellas, quedan
amplios espacios extracelulares que permiten el paso de las sustancias absorbidas del
exterior. La chumbera brava tiene unas células corticales significativamente mads
grandes que la chumbera comun (Tabla 59), aunque al igual que en esta ultima, el
intervalo de tamafios es enorme, siendo las mas pequenas seis veces menores que las

de mayor tamafio.

. . O. ficus-indica O. ficus-indica
0. dillenii L
f. ficus-indica f. amyclaea
Area 3.726,5 +1.178,2 3.214,0 +831,0 2.366,1 +412,6
Minimo medido 1.542,8 1.936,0 1.508,3
Maximo medido 6.336,9 4.758,0 3.231,4

Tabla 59. Area media medida en las células de la zona central de la corteza, en cortes transversales de
raices de O. dillenii y O. ficus-indica en su forma inerme y espinosa. Los datos corresponden a una region
de la raiz de 6 dias de edad. El tamafio de muestra es de 60 medidas de 3 raices diferentes por cada
forma o especie (n=60). Los resultados estdn expresados en um-.
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Figura 152. Corte transversal de una region de la corteza desprendida de una raiz de 30 dias de edad.
Leyenda: Epidermis (ep), Pelo radicular (pr), Hipodermis (hd), Corteza (ctz). Tincion con azul de toluidina.
La barra de escala equivale a 100 um.

La endodermis es el tejido cortical mas interno (Figura 154, Figura 157). Las
células de la endodermis tienen caracteristicas propias de las células inmediatamente
por encima y debajo de ellas. Su tamano celular es semejante al de las células mas
internas de la corteza, que son mas grandes que las del periciclo. Por otra parte, sus
paredes celulares tienen un grosor similar a las del periciclo, mucho mas finas que las
paredes celulares de la corteza. Sin embargo, la endodermis tiene una caracteristica
propia que no se observa en los tejidos proximos: la banda de Caspary (Figura 154).
Dicha estructura consiste en unos engrosamientos de suberina y/o lignina (Pefia, 2011)
en las paredes anticlinales (radiales) y transversales de la endodermis, que forman una
barrera que impide que las sustancias penetren en el cilindro vascular por via
apoplastica. De este modo la Unica via de entrada al cilindro vascular es simpl3astica, lo

gue permite a la raiz controlar la entrada de sustancias.

Segun la raiz madura, el tejido cortical y la epidermis se desprenden (Figura 153)
ante el empuje de los tejidos mas internos generados durante el crecimiento

secundario.
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Figura 153. Detalle de la rotura de la corteza en una raiz de O. dillenii, dejando al descubierto los tejidos
del cilindro vascular.

Figura 154. Fotografia de fluorescencia de un corte transversal de una region de un dia en una raiz de O.
dillenii. Se pueden observar iluminados los vasos del el xilema (x), y pequefios puntos en la endodermis
(ed), correspondientes a la banda de Caspary (puntas de flecha). También aparecen en la fotografia, la
médula (med), el floema (f), el periciclo (pc) y la corteza (ctz). Tincidn: berberina — azul de anilina. La
barra de escala equivale a 50 um.
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Peridermis

En la raiz adulta aparece la peridermis sustituyendo a la epidermis y corteza.
Consiste en tres tipos celulares: felodermis, felema (o suber), y el encargado de

generar estos dos, el felégeno.

Figura 155. Peridermis de raiz de O. dillenii de 30 dias. Lo tipos celulares son felodermis (fd), felégeno
(fa), vy felema (fm). Se observa también un engrosamiento de suberina (punta de flecha) en la pared
celular mds externa de una de las capas del felema. Tincion con azul de toluidina. La barra de escala
equivale a 50 um.

El felégeno (Figura 155) es un meristemo lateral o secundario, formado por
desdiferenciacién en el periciclo. Su funcidn es generar felodermis hacia el interior de

la raiz, y felema o suber hacia el exterior.

La felodermis (Figura 155, Figura 156A y B) consiste en células parenquimaticas
vivas, de formas redondeadas y mayor tamafio que las células de los tejidos vasculares
a los que rodean externamente. Sus paredes celulares son mas gruesas que las del

periciclo.

El suber o felema (Figura 156, Figura 155) es la capa mas externa de la raiz
adulta, una vez se han desprendido la corteza y epidermis. Esta formado por células
rectangulares, mds anchas que altas (vistas en seccién transversal de la raiz). Se
disponen muy juntas entre si, sin dar lugar a huecos extracelulares, con una rigurosa
ordenacidn. Sus paredes celulares estdan impregnadas de suberina y son muy finas y
fragiles (por tanto facilmente quebradizas al realizar cortes histolédgicos). Sin embargo
se han observado en algunas de las capas la existencia de engrosamientos de suberina
en sus paredes celulares mas externas (Figura 156A, Figura 155). Como ya se comento

en el capitulo de la chumbera comun, esta banda muy probablemente tenga funciones
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de proteccion frente a la desecaciéon, impidiendo la pérdida de agua (la suberina es

impermeable).
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Figura 156. Cortes transversales de la zona externa del cilindro vascular (peridermis) de raices de
chumbera brava. Regiones de la raiz de 30 dias (A) y 60 dias (B). En ambas imdgenes se pueden observar
las mismas estructuras. El felégeno (fg), compuesto por dos filas celulares, y hacia el interior varias capas
de felodermis (fd). En “A” se aprecian células de felodermis de reciente formacion (nfd). Por debajo de la
felodermis, se encuentran los tejidos vasculares (tv). Hacia el exterior del felégeno aparece el felema (fm)
o suber. Debido a su fragilidad, el felema se encuentra roto (en A) o desaparecido (en B, salvo una
pequefia region). En “A” se observa un engrosamiento de suberina de la pared celular externa en una de
las capas del suber. / Tincion con azul de toluidina. Las barras de escala equivalen a 100 um.

Cilindro vascular

En la zona central de la raiz se encuentra el cilindro vascular o central. En él se

situan, de fuera a dentro, el periciclo, los tejidos vasculares y la médula.

El periciclo es la regién mas externa del cilindro vascular en su estado primario
(Figura 154, Figura 157), situandose entre la endodermis y los tejidos vasculares. El

periciclo esta formado por células de parénquima de paredes muy finas y potencial
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meristematico. De hecho, son precursoras del cambium interfascicular y del felégeno.
Generalmente esta formado por una Unica capa de células; sin embargo, tampoco son

raras las zonas con dos capas, en especial (aunque no exclusivamente), en las regiones

enfrentadas al xilema.

Figura 157. [A] Corte transversal de la zona de transicion entre el cilindro vascular y la corteza, de una
raiz de O. dillenii de 3 dias de edad. Leyenda: médula (med), haces de floema (f) y xilema (x), periciclo
(pc), endodermis (ed, y corteza (ctz). [B] Esquema de “A”, en el que se destacan las capas del periciclo
(pc, de color morado) y la endodermis (ed, color amarillo). / La barra de escala equivale a 100um.

El tejido vascular consiste en cordones o haces de floema y xilema. Se han

observado entre 7 y 9 cordones vasculares por lo que se trata de una raiz poliarca, con
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variaciones en el nimero de cordones dentro de la misma raiz. Generalmente el

numero de cordones es mayor cuanta mas edad tenga la regién de la raiz.

parte superior del corddn estd ocupada por el floema, formado por elementos de los tubos cribosos (ec),
sus células acomparfiantes (ca), y alguna célula de parénquima. Mds internamente se encuentra el
cambium fascicular (cf), y el cambium interfascicular (ci) en los radios de parénquima que flanquean los
cordones. Bajo el cambium aparece el xilema, en el que se pueden observar traqueas (t) y células de
parénquima del xilema. Sobre el floema se situa la felodermis (fd), y en el parénquima radiomedular
encontramos drusas (d). Tincién con azul de toluidina. La barra de escala equivale a 100 um.

El haz de floema esta formado por elementos de los tubos cribosos y sus células
acompafantes. El haz de xilema por su parte se compone de traqueas, que forman los
vasos lefiosos. En la raiz, las trdqueas tienen engrosamientos anulares o helicoidales, a
diferencia del tallo, en donde son reticulados. Tanto en el haz de floema como en el de

xilema, se pueden encontrar también células de parénquima intercaladas.

Se pueden distinguir tres tipos diferentes de floema y xilema en funcién de su

momento de  maduracién: proto(floema/xilema), meta(floema/xilema) 'y
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(floema/xilema) secundario. El protofloema y protoxilema, primeros en madurar,
tienen unos elementos celulares (elementos de los tubos cribosos y traqueas,
respectivamente) de pequefio tamafio. El metafloema y metaxilema, de maduracion
posterior, se distinguen por unos elementos de los tubos cribosos y traqueas de un
tamafio superior a los anteriores. El floema y xilema secundario se forman una vez
comienza el crecimiento secundario, y sus elementos tienen un tamafio intermedio.
Independientemente del tamafio, pueden ser distinguidos por su posicién en el tejido.
De superficie a profundidad se observa: protofloema, metafloema, floema secundario,

xilema secundario, protoxilema y metaxilema.

Entre floema y xilema se situa el cambium fascicular. Este lo conforman dos filas
de células mas anchas que altas (en perspectiva transversal de la raiz) y de paredes
celulares finas, especialmente la situada entre ambas filas. El cambium fascicular sera
el encargado de generar el floema y xilema secundario, hacia el exterior e interior de la
raiz, respectivamente. En raices de una determinada edad, el cambium fascicular
continda a través del parénquima radiomedular (los radios que flanquean los cordones
vasculares). Esta region meristematica se denomina cambium interfascicular, se forma
a partir del periciclo enfrentado a los polos del xilema, y genera parénquima hacia el
interior y el exterior.

En la zona mas interna de la raiz se encuentra la médula, que consiste en una
masa de células de parénquima entre las cuales apenas se encuentran espacios

intercelulares.
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Figura 159. Corte transversal de una region de raiz de 30 dias de edad, de O. dillenii. De fuera a dentro se
observa, la felodermis (fd), cordones de tejido vascular (tv), una drusa (d), y la zona mds interna de la

raiz, la médula (med). Tincidn con azul de toluidina. La barra de escala equivale a 100 um.
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Células de mucilago y drusas

En las regiones mas maduras de la raiz, a partir de los 30 dias de edad, hemos
constatado la aparicién de drusas, en ocasiones muy abundantes, especialmente en la

felodermis y en el parénquima radiomedular (Figura 158 y Figura 159).

Por otra parte, aunque no son muy abundantes, las células de mucilago también
se pueden encontrar en la raiz de la chumbera brava. Se sitian preferentemente entre

el parénquima de la médula (Figura 160), en las zonas mas centrales de la raiz.
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Figura 160. Seccion de una zona de 60 dias de una raiz de O. dillenii. Se observa la existencia de una

célula de mucilago (cm) entre las células de parénquima de la médula (med), que a su vez se encuentra
rodeada por los tejidos vasculares (tv). La barra de escala equivale a 100 um.

Crecimiento de la raiz adventicia

Las raices adventicias de O. dillenii que hemos cultivado han crecido a un ritmo
cercano a los 24 mm por dia. El ritmo de crecimiento ha sido bastante constante entre
los distintos dias, aunque se ha observado una muy pequefia disminucién con el paso
del tiempo. El crecimiento, representado en Ila figura 161, ha tenido un
comportamiento muy similar al de la chumbera comun, aunque con una velocidad

ligeramente superior.
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Crecimiento de la raiz mm

- 200
- 150

- 100

dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0. ficus-indica (f. ficus-indica) —e— 0. ficus-indica (f. amyclaea) —e— 0. dillenii

Figura 161. Seguimiento del crecimiento de raices de O. ficus-indica y O. dillenii durante sus primeros 12
dias. El tamafio de la muestra es de 10 raices por cada especie y forma.

Desde que se forma, la raiz sufre una serie de transformaciones con el paso del
tiempo, hasta obtener su forma adulta, con todos sus tejidos completamente
formados. En este apartado tratamos de mostrar dicho proceso, centrdandonos en el

cilindro vascular, que es la regién que sufre la mayor parte de los cambios.

En el primer dia de edad de la raiz (Figura 162A, Figura 164A), el cilindro vascular
estd conformado por células de parénquima, existiendo un gradiente de tamafio entre
las células centrales, mds grandes, y las situadas en los bordes del cilindro vascular,
mas pequeiias. Entre estas ultimas ya aparecen algunas células parcialmente
diferenciadas, en vias de maduracién. Algunas de ellas conforman agrupaciones que
seran los polos de floema, y entre estas agrupaciones, aparecen de dos a cuatro
trdqueas de xilema (Figura 162A, Figura 164A). La maduracidn de los tejidos vasculares
de la raiz es centripeta o exarca. Esto significa que los tejidos mas externos maduran
antes que los internos (maduracion de fuera hacia dentro). Por esta razén el
metafloema (de maduracién mas tardia), queda situado en posiciones mas internas de
la raiz que el protofloema (de maduracién mds temprana). Lo mismo sucede con el

meta- y protoxilema.

Figura 162 (siguiente pdgina). Cortes transversales de raices de O. dillenii en diversas etapas de su
crecimiento. Las edades de las regiones fotografiadas han sido: un dia (A y B), tres dias (C), 9 dias (D), 30
dias (Ey F) y 60 dias (G y H). Leyendas: Pelo radicular (pr), Epidermis (ep), Corteza (ctz), Endodermis (ed),
Banda engrosada de suberina (be), Cilindro vascular (cv), Periciclo (pc), Felema (fm), Felogeno (fg),
Felodermis (fd), Tejidos vasculares (tv), Polo de floema (pf), Floema (f), Polo de xilema (px), Xilema (x),
Cambium fascicular (cf), Cambium interfascicular (ci), Médula (med). Las barras de escala equivalen a
100um.
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A los tres dias de edad (Figura 162C) el proceso de diferenciaciéon y maduracion
ha avanzado, y los polos de floema son facilmente distinguibles (Figura 164B). Las
células del procambium situadas en la cara interna de los polos de floema sufren una
division periclinal, dando lugar a dos filas de células meristematicas, el cambium
fascicular. A partir de este momento, las células de la fila externa comienzan a generar
floema hacia el exterior y las células de la fila mas interna, xilema hacia el interior de la
raiz. Por otra parte, las células de xilema situadas entre los cordones de floema,
contindan madurando hacia el interior del cilindro, sin llegar a alcanzar el centro de

éste.

A partir de los tres dias, las regiones de periciclo situadas sobre el xilema
primario sufren una serie de divisiones por las cuales se obtienen dos capas con
potencial meristemdtico: una mds externa, que se mantendrd como periciclo, y otra
mas interna, el cambium interfascicular. De acuerdo con Dubrovsky y Rost (2012) este

fenédmeno es el comun para las plantas dicotiledéneas.

Tras dicho proceso, el periciclo (esta vez en toda su extension) vuelve a sufrir
otra transformacién, en la que se desdiferencia y se transforma en felégeno. El
felégeno, mediante divisiones periclinales, comienza inmediatamente a producir
columnas de felodermis hacia el interior (Figura 163). A su vez, el felégeno
experimenta constantemente divisiones anticlinales, que le permiten continuar su

actividad segun se va alejando del centro de la raiz, y por tanto, ampliando su

perimetro.

Floema

\ g b A ”

Figu}a 163. Corte transversal de la feg}én de la felodermis en una raiz de 9 dias de edad de O. dillenii. A
la derecha, un esquema, en el que se han coloreado del mismo color las células de felodermis
provenientes de una misma célula de feldgeno (fg). La barra de escala equivale a 100 um.

En las regiones de periciclo de varios estratos, es la capa mas externa la que se
transforma en felégeno, mientras que la interna se conserva y engrosa sus paredes
celulares, asemejandose a las células de la felodermis. De este modo, en éstas regiones
se puede observar que las columnas de felodermis que surgen desde el felégeno sélo
coinciden las mas cercanas a éste. La capa mas interna de felodermis, originaria del

periciclo (y no del feldgeno), puede no alinearse con la columna celular.
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Figura 164. Cortes transversales de tejidos conductores en raices de O. dillenii. En las distintas
fotografias se puede observar la evolucion de los tejidos con el tiempo. Las edades de las regiones
fotografiadas son: un dia (A), tres dias (B), 9 dias (C), 30 dias (D), y 60 dias (E). Leyendas: Corteza (ctz),
Endodermis (ed), Banda de Caspary (punta de flecha), Periciclo (pc), Felégeno (fg), Felodermis (fd), Polo
de floema (pf), Floema (f), Haz de xilema (hx), Xilema (x), Cambium fascicular (cf), Cambium
interfascicular (ci), Médula (med). Tincion con azul de toluidina.

A los nueve dias ya existen de dos a tres filas de felodermis entre los cordones
vasculares y el felégeno. Este crecimiento genera presiones y, debido a esto, la corteza
se comienza a romper (Figura 162D). Por otra parte, a esta edad, ambas regiones del
cambium (fascicular e interfascicular) se han unido formando un cambium continuo y
ondulado (visto en seccion transversal) (Figura 164C), ya que el cambium fascicular se

sitla mas internamente.
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Sin embargo, al generar el xilema secundario hacia el interior, el cambium
fascicular pronto es empujado hacia fuera a una posicion cercana a la del
interfascicular, de tal modo que, como se observa en la figura 163D, de 30 dias de
edad, el cambium va adquiriendo una forma circular desde una perspectiva transversal
de la raiz. A los 60 dias el proceso se ha completado y el cambium es circular (Figura
164G, Figura 164H).

En cuanto la corteza se desprende de la raiz, el felema o suber comienza a
expandirse hacia el exterior. De modo que en las regiones de 30 dias de edad, donde
buena parte de la corteza se ha desprendido ya, comienzan a observarse las primeras
capas de suber, de reciente formacidon. Estas células, de paredes muy finas
(impregnadas con suberina), en un principio estan vivas, pero con el tiempo maduran y
mueren. Como sucede en la chumbera comun, en algunas capas de células de suber
aparecen unos engrosamientos de suberina (Figura 162E), que previsiblemente tienen

una funcidn protectora frente a la desecacion.

Formacion de raices laterales: secuencia de formacion y tiempo de
emergencia

La secuencia de formacién de RLs en O. dillenii es mas bien acrépeta (Figura 148).
Nuestros resultados sugieren que, una vez que el periciclo de la raiz adquiere la
madurez adecuada, inicia PRLs si las condiciones son favorables para ello. Por tanto,
una ola de formacién de nuevos PRLs se va desplazando desde regiones proximales a
otras distales a medida que va creciendo la raiz madre. En algunas raices, hemos
apreciado una deceleracién considerable del crecimiento al mismo tiempo que una
disminucion en el tamafio del meristemo apical (Figura 165), lo cual sugiere la
posibilidad de que exista un crecimiento determinado en dichas raices adventicias de
0. dillenii.

La dindamica del proceso de iniciacién de los primordios es tal, que se puede
establecer una correlacién entre la velocidad de crecimiento de la raiz madre y la
distancia al dpice a la que se forman los PRLs mas jévenes. Otros autores han descrito
este mismo fendmeno en diversas especies (Sasaki et al., 1984; Pagés et al., 1993;
Pellerin y Tabourel, 1995). Correlaciones similares se podrian trazar para cualquier
evento de desarrollo que requiera el paso de un periodo concreto antes de suceder.
Por ejemplo, se ha comprobado que cuanto mayor es la velocidad de crecimiento de la
raiz primaria, mas lejos de su dapice se encuentra el nivel de diferenciacion de las

trdqueas (Rost y Baum, 1988).
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Figura 165. Meristemos apicales de raices de 12 dias de O. dillenii. Se puede apreciar claramente como
en la raiz superior, el meristemo es mds alargado (1,25 mm) que en la raiz inferior (0,70 mm), ademds de

mantener la cofia. Las barras de escala equivalen a 1 mm.

En O. dillenii se pueden observar ocasionalmente PRLs o RLs mas pequefios junto
a otros de mayor tamano (Figura 166). No obstante, con el tiempo todos terminan por
emerger, de modo que en nuestros recuentos de RLs emergidas y PRLs en la zona mas
proximal de raices de esta especie, encontramos practicamente un 100% de
emergencia. En lo tocante a este respecto, los resultados obtenidos en esta especie
resultan bastante diferentes a los observados en O. ficus-indica. También resulta
diferente el comportamiento con respecto al tiempo que media entre la iniciacién y la
emergencia de las RLs, que es mucho mds corto en O. dillenii (Figura 167). No
obstante, sigue habiendo una marcada tendencia al incremento de este tiempo de
emergencia conforme pasan los dias y la raiz madre se va haciendo mas larga,
teniendo que soportar un nimero creciente de RLs.

Figura 166. Primordios de raices laterales en una raiz adventicia de O. dillenii. La barra de escala
equivale a 1 mm.
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Tiempo necesario para que las RLs nuevas emerjan
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Figura 167. Tiempo que necesita una raiz lateral para emerger (desde el momento en que se forma la
region de la raiz madre en la que se encuentra dicha RL), en funcion de la edad total de la raiz madre.

Formacion de raices laterales: densidad

La densidad de PRLs y RLs a lo largo de la raiz adventicia de O. dillenii ha sido
3,4 £ 0,9 PRLs y RLs/cm. Sin embargo, la distribucion no es homogénea a lo largo de la
raiz madre (Figura 168), siendo mas frecuentes en la parte proximal (segmentos Ay B)
que en la distal (segmentos C y D). Este fendmeno también se produce en O. ficus-
indica, y las mismas explicaciones que se han dado para dicha especie son aplicables

para la chumbera brava.

Densidad de RLS y PRLs

PRLs / cm

Zona

W O.ficus-indica f. inerme M O.ficus-indica f. espinosa ™ O. dillenii

Figura 168. Densidad de raices laterales y primordios de raices laterales en distintas raices de 12 dias de
edad, de O. dillenii y de O. ficus-indica en sus formas inerme y espinosa. Las densidades estdn agrupadas
por zonas, de mds basal (region A, formada a partir del 3% dia de la raiz madre) mds apical (regién D). El
tamariio de la muestra ha sido 10 raices por forma y especie.
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Al comparar las dos formas de O. ficus-indica con O. dillenii, hemos podido
comprobar que la densidad basica de laterales sobre las raices de las distintas
chumberas resulta ser una variable diferente con la especie y, por consiguiente, de
posible utilidad taxonédmica. En la bibliografia revisada por nosotros, se ha estudiado la
taxonomia de Opuntia desde diferentes puntos de vista, desde la biologia molecular y
genética (Labra et al., 2003), hasta los rasgos morfoldgicos de la parte aérea de la
planta (Britton y Rose, 1919). Sin embargo, apenas se han empleado comparativas de
los rasgos de la raiz para tales estudios, previsiblemente por ser la estructura menos

conocida e investigada en éste género (Dubrovsky y North, 2002).
Formacion de raices laterales: histologia de la iniciaciéon y el desarrollo

La secuencia de eventos que conducen a la iniciacion y el desarrollo de los PRLs
de O. dillenii es similar a la que ocurre en O. ficus-indica, y comprende una serie de

fases que esquematicamente se podrian resumir en las siguientes:

a) Acercamiento de los nucleos de dos células del periciclo vecinas (células
fundadoras).

b) Divisiones asimétricas confluyentes y casi simultaneas, con las células cortas
localizadas en la parte mas central del PRL.

c) Extension del mismo fendmeno a columnas vecinas del periciclo.

d) Expansién celular, cambio en la polaridad del crecimiento y primeras divisiones
periclinales en las células cortas del periciclo localizadas en el centro del PRL.

e) Cambios mas o menos intensos y rapidos en las células de la endodermis y
corteza que recubren al PRL.

f) Organizacion del meristemo apical de la nueva RL en desarrollo.

g) Crecimiento acelerado y emergencia final rompiendo la epidermis de la raiz
madre.

Estas etapas estan representadas en la figura 169. En la figura 171A se puede
observar el resultado de las primeras divisiones asimétricas de un par de células del
periciclo fundadoras opuestas a un polo de xilema. La iniciacién de los PRLs en la
chumbera brava sigue claramente el mismo modelo que en la chumbera comun

(compdrense la Figura 90A y la Figura 170).
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Figura 169. Secuencia de iniciacion de un PRL. La figura representa la region del periciclo, en vista
longitudinal (y bajo esta se muestra la seccion transversal). En rojo estdn representadas las células de
periciclo enfrentadas a xilema y en verde las enfrentadas al floema.
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Figura 170. Divisiones asimétricas en el periciclo de una raiz de O. dillenii. Se han generado dos células
pequefias, flanqueadas por otras dos mds alargadas. Las paredes que las delimitan estdn sefialadas con
puntas de flecha. Inmediatamente por debajo del periciclo se aprecia un vaso de xilema. La barra de
escala equivale a 100 um.

El hecho de que en dos nuevas especies se haya descrito un patrén de iniciacién
similar al descrito para Allium cepa, Helianthus anuus, Raphanus sativus, Daucus
carota y Zea mays (Casero et al., 1993; Casero et al., 1995), refuerza la universalidad

de dicho modelo de iniciacién.

I
J)

Figura 171. Células de periciclo seccionadas longitudinalmente mostrando las etapas iniciales de la
iniciacion de raices laterales partiendo de una (B) o dos (A) células fundadoras. Las caras de color
amarillo miran en direccion a regiones externas de la raiz, mientras que las azuladas estarian en
contacto con otras células del periciclo. La representacion permite distinguir los resultados de las
divisiones periclinales en el centro del PRL. O. dillenii sigue el modelo bicelular.

En A. thaliana se han descrito dos posibles modelos de iniciacion: partiendo de
dos células fundadoras, como hemos observado nosotros, y partiendo de una sola
célula fundadora (Dubrovsky et al., 2001). El modelo unicelular longitudinal se
diferencia del habitual en que la primera divisién de la morfogénesis ocurre en una

sola célula fundadora y es de tipo simétrico (Figura 171B). Nosotros no hemos podido
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comprobar dicho modelo, aunque tampoco podemos descartar su existencia. Por el
momento, la evidencia que le brinda soporte parece aun débil mientras no tenga algun
respaldo adicional. Por otra parte, tenemos tener en cuenta que, en muchos procesos
de desarrollo, la formacion de nuevas estructuras como los estomas y pelos radicales
(Geisler et al., 2000; Kim y Dolan, 2011; Yang et al., 2014), la regulacién del destino de
tipos celulares (Twell et al., 1998; Kamiya et al., 2003; Lukowitz et al., 2004), o la
elaboracion del eje apical-basal del embrién (Zhang y Laux, 2011), etc. se asocian
inevitablemente a divisiones asimétricas. En el modelo unicelular longitudinal, tales
divisiones ocurririan en una segunda fase, tras la primera que seria de tipo simétrico.
La posibilidad de generar una misma estructura mediante dos mecanismos “a priori”
muy diferentes, resulta sin duda fascinante para la Biologia del Desarrollo por lo que el

tema requiere un estudio detallado.

El brote floral, la flor y el fruto

Al igual que en el capitulo de la chumbera comun, nos hemos centrado en otros
aspectos del brote floral distintos a los histolégicos, ya que la histologia de los brotes

florales es semejante a la del tallo.

El brote floral de la chumbera brava tiene un color verde claro, que mantiene
hasta que la fruta madura. Una caracteristica de los brotes y frutos es que tienen muy

pocas areolas. Por lo general cada fruto tiene entre 6 y 10 areolas (entre 4 y 6 en su

extremo, y entre 2 y 4 en el resto de su superficie).

i

Figura 172. Brotes florales de chumbera brava, ordenados de etapas mds tempranas (izda.) a mds
tardias (dcha.). [A] Brote joven, con los pétalos de la futura flor emergidos, pero atn sin abrir. También
se aprecia un sépalo (sep). [B] Brote florecido. Los pétalos han comenzado a marchitar. Se han retirado
varios pétalos para hacer visibles los érganos sexuales. [C] Brote tras la floracion. Ha perdido las piezas
florales, dejando una concavidad en su lugar. [D] Fruto completamente formado. / Las barras de escala

equivalen a 1 cm.
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Desde edades muy tempranas, los brotes florales mantienen las piezas florales
estériles a la vista, pero sin abrir (Figura 172A). Con el paso del tiempo, los pétalos
acaban abriéndose (Figura 172B), dando lugar a flores de color primeramente rojizo y
finalmente amarillo intenso (Figura 173). Los sépalos son escasos, de color verde claro
y de menor tamafio que los pétalos. Tras el periodo de polinizacidn, se pierde la mayor
parte de las piezas florales, excepto el ovario con las semillas en su interior, encerrado
en la porcién de tallo que dio origen a la flor. De esta manera, en el extremo apical del
brote sélo queda una depresién donde se situaban las piezas perdidas (Figura 172C).
Con el paso del tiempo el brote engorda hasta ocupar aproximadamente el doble de su

volumen anterior, y adquiere un color rojo bermellén o purpura (Figura 172D).

Figura 173. Flores de O. dillenii, de color amarillo.

El color amarillo de los pétalos y el bermellén o purpura de los frutos estan
determinados por la presencia de betaxantinas y betacianinas, respectivamente
(Bohm, 2008). Ambos compuestos tienen utilidades colorantes y medicinales (Sdenz et
al., 2012; Gandia-Herrero et al., 2013; do Carmo et al., 2015; Esatbeyoglu et al., 2015).

Las flores son hermafroditas, y sus piezas florales fértiles (androceo y gineceo) se
disponen de manera similar a lo visto en la chumbera comun. El androceo esta
formado por una gran cantidad de estambres (Figura 174B), que pueblan densamente
los alrededores del gineceo, al cual rodean en su totalidad. Por su parte, el gineceo es
muy alargado, y el estilo sobresale poderosamente sobre el nivel del androceo (Figura
174A). De tal manera, el estigma se encuentra hasta medio centimetro por encima de

las anteras.
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Figura 174. Organos sexuales femenino (A) y masculino (B) de la flor de O. dillenii. / Las barras de escala
equivalena2 mmenAy 1 mmen B.

Los frutos maduros tienen una longitud media de 65 mm, y un grosor medio de
40 mm. Por lo tanto los frutos son de unas dimensiones inferiores a las de los frutos de
la chumbera comun, que tienen una longitud media entre los 80 y 85 mm, y un grosor
entre los 45 y 50 mm. Teniendo en cuenta que los cladodios son también de un
tamafio menor en la chumbera brava, resulta légico que los frutos sean mas pequefios,

para evitar el colapso del tallo por el peso de los frutos.

Por otra parte, como se ha comentado previamente, el fruto maduro adquiere
un intenso color, rojo bermellén o purpura. Este color, junto con otros rasgos como las
dimensiones del fruto, su superficie sin apenas areolas, y las caracteristicas de éstas
ultimas (que veremos mas adelante), hacen que sea muy sencillo diferenciar entre

frutos de una chumbera comun y una brava.

Las semillas son de pequefio tamafio, frecuentemente entre los 3 y 6 mm de
diametro, y tienen una forma lenticular. Se han encontrado en grandes numeros

intimamente ligada a la pulpa de los frutos.

Las pocas areolas que posee el fruto (Figura 175, Figura 177), se concentran
principalmente en la zona apical de éste. Sin embargo, al contrario que en los frutos de
la chumbera comun, no se han observado diferencias entre las areolas apicales y las
situadas en otras partes del fruto.
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Figura 175. Areolas inermes en frutos de O. dillenii. [A] Brote floral joven. Los gloquidios (gl) aun
mantienen la coloracion verdosa, conserva la hojita (h) y la marafia de tricomas (tr) se mantiene intacta.
[B] Fruto maduro. Los gloquidios ya han adquirido un color amarillento, se ha perdido la hoja, y los
tricomas sélo se conservan en la parte central de la areola, entre los gloquidios. / Las barras de escala
equivalen a 1 mm.

Figura 176. Areolas jévenes (con espina) en brotes florales de O. dillenii. En ellas se aprecian espinas (ep),
gloquidios (gl), tricomas (tr) y una hoja (h). Las barras de escala equivalen a 1 mm.

Cuando los brotes florales son jovenes, sus areolas poseen una pequefia hojita

turgente (Figura 176B), y la superficie de la areola estd muy densamente poblada por
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una marafa espesa de tricomas (Figura 175, Figura 176A y B, Figura 179A). Ademas
poseen una gran cantidad de gloquidios de un tamafio considerable, que al igual que
en los tallos, se disponen en forma de media luna, rodeando la parte central de la
areola, y con su apertura en la zona que alberga la hoja (Figura 176A, Figura 177A).

Aungue Bohm (2008) afirma que las areolas normalmente no contienen espinas
(Figura 175), de acuerdo con nuestras observaciones no son infrecuentes las areolas
que portan espina (Figura 176A y B, Figura 177A). Dicha espina es de mayor tamaiio a
los gloquidios, pero mucho menor que las observadas en el tallo. En raras ocasiones las

areolas contienen dos o mads espinas (Figura 177B).

Con el paso del tiempo la areola pierde la hoja. Cabe resefiar que al contrario de
lo observado por Bohm (2008), los frutos de O. dillenii estudiados por nosotros no
perdieron sus gloquidios al madurar. Ademas, parte de la marafia de tricomas que
recubria la areola también se pierde. Sélo se mantienen los tricomas que se
encuentran en las zonas centrales de la areola (Figura 177A), protegidos por los

gloquidios. Estos tricomas centrales adquieren una apariencia reseca y mas compacta.

Figura 177. Areolas adultas (con espina) en frutos maduros de O. dillenii. En ellas se aprecian espinas
(ep), gloquidios (gl) y tricomas (tr). Las barras de escala equivalena 1 mmen Ay 5 mm en B.

Como se ha dicho con anterioridad, las espinas del fruto son de un tamano
menor que las que aparecen en las areolas del tallo. La longitud media de la espina del
fruto es de 1 cm, pudiendo medir el doble las de mayor tamafio. En comparacién con
las espinas de los frutos de la chumbera comun, estas espinas son mas gruesas y

largas. Vistas a través del microscopio electrénico, se aprecia que las espinas estan
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formadas por células que se solapan en la zona apical (Figura 178), formando barbas

que se proyectan hacia el exterior, y que en la zona intermedia se encuentran

dispuestas juntas pero sin solaparse, formando un mosaico.

Figura 178. Punta de una espina de un fruto de O. dillenii capturada mediante microscopia electrdnica.
En el recuadro se observa en detalle las barbas que forman su superficie. Las barras de escala equivalen
a 300 um para la fotografia a menos aumentos, y 50 um para el recuadro.

Los gloquidios del fruto son practicamente indistinguibles de los del tallo. Tienen
grandes dimensiones, lo que les permite ser observados facilmente sin necesidad de
usar la microscopia. Su longitud es cercana a los 4,5 mm, aunque los mas largos llegan
a medir algo mas de 6 mm. Por tanto hay una gran diferencia con los gloquidios del
fruto de la chumbera comun, que tienen longitudes entre 0,5 y 1 mm, aunque los mas

alargados pueden medir mas de 2 mm.

De igual modo que sucede en el tallo, con el tiempo el gloquidio pasa de tener un
color verdoso (Figura 180B) en su juventud, a tener una coloracién amarilla similar a la

de la espina (Figura 175B).

Mediante microscopia electrénica se ha observado que los gloquidios del fruto
(al igual que los del tallo), estan recubiertos en toda su superficie por células solapadas
entre si. Es decir, todo el gloquidio esta recubierto de barbas puntiagudas apuntando
en sentido basal, lo cual le confiere la capacidad de agarrarse con fuerza a cualquier
predador que se lo clave al acercarse. La longitud media del gloquidio de O. dillenii es
de 34,2 + 9,2 um, que comparativamente es superior a los 20,7 um de la forma
espinosa de O. ficus-indica, pero similar a los 31,1 um de la forma inerme.
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Figura 179. Gloquidios de un fruto de O. dillenii. Imagen mediante SEM. En A se aprecian los tricomas
que cubren la superficie de la areola. Las barras de escala equivalen a 200 um en Ay 100 um en B.

Figura 180. Estereomicroscopia de dpices de espina (A) y gloquidio (B) de un fruto de O. dillenii. Las
barras de escala equivalen a 1 mm.

Consideraciones finales

Al contrario de lo que sucedia en el capitulo anterior entre las formas inermes y
espinosa de la chumbera comun, nadie pone en duda que O. dillenii y O. ficus-indica

son diferentes especies.

Por tanto, en este caso no existe un interés en realizar una comparativa para
discernir si las diferencias entre ambas son suficientemente grandes como para que
tenga sentido dividirlas en dos especies. Sin embargo, si que creemos que resulta de
gran interés comparar esta especie, O. dillenii, de la cual apenas se tienen
conocimientos en cuanto a su histologia, con otra especie cercana y mas conocida y

estudiada (aunque menos de lo deseable), O. ficus-indica.
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En la comparativa, realizada con la misma metodologia que en el anterior
capitulo, hemos considerado como diferentes los rasgos que difieran respecto a las dos
formas de la chumbera comdn. Es decir, en el caso de que el rasgo de O. dillenii sea
semejante al de alguna de las dos formas de O. ficus-indica, sera tratado como
semejante a ambas, aunque en la tabla también indicamos a cual de las formas se

asemeja.

En cuanto a los resultados, hay que comentar que los distintos elementos
histolégicos estudiados en la planta brava se han encontrado en las mismas posiciones
que en la chumbera comun. Por lo tanto, las diferencias se centran en las dimensiones
y frecuencia de aparicion de los distintos tipos celulares y tejidos, tal como se hizo en
el andlisis de las dos formas de O. ficus-indica.

Sin embargo, en esta comparativa también hay que afadir la existencia de
algunos elementos que practicamente no aparecen en las chumberas comunes, y si lo
hacen en las bravas (recordemos que todos los tejidos y estructuras que aparecian en

una forma de O. ficus-indica, lo hacian también en la otra).

Semejanzas Diferencias (Grado)
Dimensiones y ritmo de . . Mu
- y , . Epidermis (grosor) y~
crecimiento de la raiz adventicia pequefio
Desarrollo interno de la raiz N o
. Corteza (tamafio celular) Pequefio
(estructuras, procesos, tiempos)
Tejidos vasculares (distribucién . .
.J . ( Y | RLs (tiempo para emerger) Medio
dimensiones)
, D, . . Muy
Patrdn de iniciacién del PRL RLs (densidad y cantidad) N
pequefio

Tabla 60. Semejanzas y diferencias entre las raices de la chumbera brava y la comun (en sus dos formas).

Semejanzas Diferencias (Grado)
Est densidad jant
° omas.( ensidad) (semejante a Tamafio de la hoja Medio
la f. espinosa)
Teii | el s
?JIdOS.VaSCu ares (distribucion y Papilas foliares (presencia) Muy grande
dimensiones)
Epidermis (grosor) Medio
Mesofilo (dimensiones celulares) Muy~
pequefio
Células de mucilago (cantidad) Muy grande

Tabla 61. Semejanzas y diferencias entre las hojas de la chumbera brava y la comun (en sus dos formas).
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Semejanzas Diferencias (Grado)
, Dimensiones, color y forma del
Estomas (morfologia) tallo Muy grande
. . Espinas y gloquidios (tamafio,
I
Colénquima (grosor) cantidad y color) Grande
Drusas (tamano) Cuticula (grosor) Grande
Corteza externa (tamano celular) . . "
. ) Epidermis (grosor) Pequefio
(semejante a la f. espinosa)
C3 best ati
amaras s’u es."m.a |c_a,s Estomas (densidad) Medio
(morfologia y distribucién)
Células de mucilago Colénquima (paredes celulares) Pequeio
(dimensiones) g P g
Corteza interna y médula * Células de mucilago (cantidad) Grande
Espi loquidi fologi , .
spma§ y Gloguidios (morfologia Canales de mucilago (presencia) Muy grande
superficial)
Tejidos vasculares (distribucién) | Tejidos vasculares (dimensiones) Grande
£ . .
hgrosamlentos del xilema Medio
(tipos)
Esclerénquima (frecuencia y
cantidad) Muy grande
T i h
raqueldafs de banda ancha Muy grande
(frecuencia)
Areolas (cantidad y densidad) Grande

Tabla 62. Semejanzas y diferencias entre los cladodios de la chumbera brava y la comun (en sus dos

formas).
Semejanzas Diferencias (Grado)
Flor (color) Fruto (dimensiones, peso, color) Muy grande
Organos sexuales (caracteristicas) | Areolas (cantidad) Muy grande
E<pi loquidi
Espinas y gloquidios (morfologia) INEBY R LIE Grande

(dimensiones y cantidad)

Tabla 63. Semejanzas y diferencias entre los brotes florales, flores y frutos de la chumbera brava y la

comun (en sus dos formas).

Una vez mas, las espinas son el rasgo diferencial mas facilmente observable. Pero

por las mismas razones que se han expuesto en el capitulo de la chumbera comun, no

va a ser tenido en cuenta.

4 . . , ~ 7
La naturaleza de ambos tejidos es irregular (células de tamafios y formas heterogéneas), de
modo que se encuentran en esta columna mas por ausencia de diferencias que por semejanzas entre si.
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Al contrario de lo que sucede con las dos formas de la chumbera comun, en las
que sdlo las espinas permitian distinguirlas a simple vista, en este caso existen varios
factores macroscépicos mas que permiten reconocer diferencias. Los cladodios y los
frutos tienen unas dimensiones claramente inferiores en la chumbera brava. No sélo
€s0, si no que esas mismas estructuras tienen unas caracteristicas (color, cantidad de
areolas) distintas: frutos de color rojo bermellén o purpura de la brava frente a
amarillo o rojizo de la comun, cladodios de color verde pdlido frente a verde intenso,

etc.

Pero si nos centramos en los aspectos menos conocidos y estudiados, que son los
que no se pueden analizar a simple vista, ya sea por estar enterrados (raices) o por ser
microscopicos (histologia), también obtenemos una cantidad notable de diferencias.
Quiza los mas llamativos sean los relacionados con el mucilago, considerablemente
mas abundante en la especie brava, en la cual de hecho aparecen con muy alta
frecuencia los canales de mucilago, unas estructuras casi apenas observadas por
nosotros en la especie comun. Practicamente se puede decir lo mismo de las muy
frecuentes y muy abundantes fibras libriformes en los cordones de xilema, que en la
especie comun comienzan a aparecer en los cladodios de avanzada edad, y en

pequeiias cantidades.

Quiza el érgano que menos cambia de una especie a otra es la raiz, que salvo por
pequeiias diferencias en las dimensiones de determinados tipos celulares, y por
aspectos relacionados con las RLs, son parecidas. Los son tanto a nivel estructural
interno, como en cuanto a la velocidad de crecimiento. Esto por otra parte no es
demasiado sorprendente, ya que las raices de los cactus no son muy diferentes entre
si, siendo ademas su érgano menos especializado (Dubrovsky y North, 2002; B6hm,
2008).
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Introduccion

En la actualidad se estd desarrollando un interés creciente por la chumbera, y
muestra de ello es que la superficie empleada para su cultivo aumenta afio a afio en
todo el mundo. Su explotaciéon se ha probado muy beneficiosa, debido a su alta
productividad fruticola. El higo chumbo tiene ademas unas cualidades muy apreciadas
por el consumidor. A esto hay que afadir que es posible sacar provechos alternativos

de esta planta, como veremos mas adelante.

Por estas razones resulta de un gran interés conocer la productividad y el
comportamiento de la chumbera comun en las condiciones presentes en la Peninsula
Ibérica, y mds concretamente en la regidn extremeiia. Analizando estos aspectos,
podremos discernir si su explotacion en esta region es viable (y aconsejable). De tal

modo, este ultimo capitulo del presente estudio va a tener un cardcter mas practico.

Es importante resaltar que este capitulo se centra en la explotacion de la
chumbera comun, dejando de lado la chumbera brava. Esto se debe a que tanto el
catdlogo de especies exdticas invasoras, como la literatura cientifica existente sobre
dicha especie indican que es una especie peligrosa para el entorno, que de ninguna
manera deberia ser cultivada en nuestro territorio. Esta ademds esta corroborado por
los resultados obtenidos en los estudios que plasmamos en el quinto capitulo del
presente trabajo. Por tanto, no tendria sentido hacer estudios productivos sobre

explotaciones comerciales de esta planta que nunca se llevaran a cabo.

Volviendo a la chumbera comun, y antes de realizar los analisis pertinentes,
creemos oportuno realizar en este apartado introductorio, una recopilacién con
informacién de interés, respecto a los diversos aprovechamientos que se le pueden
dar a esta planta (incluyendo los usos potenciales que estdn siendo investigados

actualmente), y respecto al propio cultivo de esta planta.

Aprovechamientos

La chumbera comun, O. ficus-indica (L.) Mill. 1768, tiene un tremendo potencial
para ser explotada de diferentes maneras (Inglese et al., 1995), sin embargo, en
Espana apenas se estd teniendo en cuenta. En este apartado trataremos de hacer un

pequeiio resumen de buena parte de los aprovechamientos que se le pueden dar.
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Alimentacion

La mayor parte de los frutos y cladodios que se consumen en todo el mundo son
al natural, como alimento perecedero. Sin embargo, el consumo en fresco no es el
Unico uso alimentario posible. Mediante distintos procesados, se pueden obtener
productos muy diversos e interesantes. En México se producen y consumen gran
cantidad y variedad de productos procesados, tanto del nopal como del fruto.
Tampoco es extraifio encontrar algunos de estos productos procesados en los distintos
mercados de otros paises. Peru, Brasil, Ecuador, Cuba y EE.UU. en América; Israel en
Asia; Italia y Alemania en Europa; Marruecos, Tunez y Sudafrica en Africa; y Australia
en Oceania. Es curioso como algunos productos son muy apreciados en un pais

mientras que en otro son rechazados, en funcidn de los gustos de la poblacion.

Frutos frescos

El fruto de la chumbera es conocido como “higo chumbo” o “higo de indias” en
gran parte de Espafia, e “higo pico” y “tuno indio” en Canarias, para el fruto de la
chumbera comun vy brava, respectivamente. En México y muchos paises
sudamericanos se le denomina “tuna”. Su consumo mas frecuente es al natural, sin
procesar, y en gran parte del mundo es un alimento muy apreciado, no sélo por ser
sabroso, sino por ser un alimento muy sano y nutritivo. Tiene un alto contenido en
azucar (glucosa y fructosa, pero no sacarosa) y una baja acidez. Es rico en sustancias
muy beneficiosas para la salud, como potasio, calcio, fésforo y magnesio, mientras que
es bajo en sodio. Contiene fenoles, betalainas, carotenoides, y tiene un contenido de
vitamina C mayor que manzanas, peras, uvas y bananas (Saenz et al., 2006; Yahia y
Mondragon-Jacobo, 2011; Chiteva y Wairagu, 2013; Abdel-Hameed et al., 2014).

Su explotacion puede resultar bastante lucrativa. Para muchas familias sin
posibilidades, resulta un recurso econdmico fundamental. Como una aproximacion, un
vallado de chumbera comun de un kilémetro de longitud y dos metros de anchura,
proporciona sustento a una media de 7 familias durante los meses de verano (desde
julio a octubre) y ello aprovechando sélo el lado externo del vallado. De modo
aproximado, los frutos tienen un precio medio de 0,5 euros por kilo en origen,
llegando a 4-6 €/kg en destino, seglin regiones, temporadas y establecimiento. Los
precios mas bajos se tienen en verano, mientras que los mads altos se obtienen durante

las fiestas navidenrias.
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Cladodios frescos

Las pencas jovenes y tiernas se pueden consumir al natural como cualquier
verdura. Ademas, se pueden emplear en muchos platos, en ensaladas, guisos, postres,
sopas, bebidas, tentempiés y salsas. Las pencas son muy sabrosas, segun sus
consumidores. Ademas es un alimento sano, ya que es fuente de calcio (Contreras-
Padilla et al., 2011) y de antioxidantes como la vitamina Cy los polifenoles (Avila-Nava
et al., 2014). En México, lugar donde su consumo es elevado, se les denomina
“nopalitos”. También se consume en otros paises americanos, como Cuba y Peru, o
africanos, como Tunez y Marruecos. En estos uUltimos se estan procesando las pencas
joévenes, destegumentadas y cortadas a tiras para envasarlas, a modo de judias verdes.
Israel se ha sumado también a este mercado, consumiendo y exportando mas de mil
toneladas anuales de nopalitos. Sin embargo, en la Europa mediterrdnea es poco
consumido y procesado, mientras que en Europa central es considerado un producto

gourmet.

Mermeladas, compotas y geles

Se preparan a partir de la pulpa de los frutos. Es el producto procesado mas
comun para los frutos. El método de hacer las mermeladas es muy sencillo, como
cualquier otra mermelada. Simplemente consiste en cocer el fruto en agua con
abundante azucar. En funcidn de la receta hay quien lo cuece con zumo de limén en
lugar de agua. Se deja reducir hasta que adquiera la consistencia deseada. Y después
se guarda en botes esterilizados para evitar que se estropee con el tiempo. Se pueden
obtener productos bastante parecidos al dulce de membrillo o el gel de manzana,
frecuentes en los mercados de algunas zonas del mundo. También se han hecho
pruebas muy satisfactorias en la preparacién de mermeladas y jaleas con cladodios
(Tirado, 1986; Badillo, 1987).

Zumos y néctares

Otro de los usos mas frecuentes para los frutos es aprovechar sus jugos, muy
ricos en vitamina C. Son también ricos en otras vitaminas, carotenoides, flavonoides y
betalainas (Fernandez-Lopez et al., 2010), por lo que son muy saludables y nutritivos.
Aparte de su efecto antioxidante, tiene potencial anticlastogénica en humanos, ya que

se ha probado este efecto en ratones (Madrigal-Santillan et al., 2013).

Para consumo casero son muy sencillos de producir. Tan sélo se necesita pelar el
fruto y triturarlo con una batidora, y si se desea, filtrar el liquido obtenido. Sin

embargo, para la elaboracion de zumos para su venta en el mercado, se hace necesario
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un tratamiento que evite la aparicién de microorganismos indeseados y que a su vez
no afecte en gran medida al sabor y aspecto del producto. Para ello se pueden emplear
distintos métodos, algunos mads efectivos que otros. Recientemente se han probado
tratamientos con ultrasonidos, que logra reducir el recuento microbiolédgico, sin
degradar sabor y aspecto, ademdas de mantener el nivel de antioxidantes e incluso

mejorarlo (Zafra-Rojas et al., 2013; Cruz-Cansino et al., 2015).

Edulcorantes

A partir del jugo extraido de higos chumbos se pueden preparar edulcorantes. Se
trata de un liquido de color dorado de una densidad y viscosidad similares a los
liquidos edulcorantes que se pueden encontrar actualmente en el mercado (Sdenz,
2000). Estos edulcorantes rondan los 60 grados Brix (°Bx), es decir, 60 gramos de
azucar en 100 gramos de solucidn. Este nivel es similar al nivel de azucar de la miel o

las mermeladas. Sus azucares son un 56% de glucosa y un 46% de fructosa.

Uno de los procesos que se pueden seguir para su elaboracién lo explica Sdenz
(1998). Primeramente se lavan y pelan los frutos seleccionados y se les extrae el jugo.
Después se ajusta el pH para preparar los siguientes pasos, que son una clarificacién
con enzimas pectinoliticas y filtrado, seguido de una decoloracién y otro filtrado.
Finalmente se sigue un proceso de evaporacion para reducir la humedad y obtener el

sirope concentrado.

Fruta deshidratada

La deshidratacion es un procedimiento de preservaciéon de la fruta que se lleva
realizando desde hace mucho tiempo. Se emplea especialmente en afios en los que se
ha dado un exceso de produccion. Los resultados de aplicar este proceso a los higos
chumbos son notables, sin apenas sufrir pérdidas de calidad, y pudiéndose mantener
asi durante mucho mas tiempo. En Canarias se les denominan “porretas” y fueron un

recurso fundamental durante la guerra civil.

Una variante de este proceso es la realizacién de “laminas de fruta
deshidratada”, en las que se suele mezclar diversos frutos. Algunos estudios constatan
gue la mezcla de un 75% de pulpa de higo chumbo y un 25% de pulpa de membrillo

dan unos resultados excelentes, muy apreciados por los nifos (Saenz, 2000).

Otro producto obtenido mediante desecado son las chips. Simplemente consiste
en cortar el fruto en finas laminas y desecarlas. De este modo se obtiene un producto

de aspecto semejante a patatas fritas, pero de sabor caracteristico.
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Frutos envasados

Los frutos también se pueden comercializar envasados tanto en lata como en
tarro de cristal. Se prepara sumergiendo el fruto en un almibar y realizando un
tratamiento de calor a 100°C durante 15 minutos. Después se almacenan en tarros de
cristal o latas, habiendo esterilizado previamente el recipiente. El proceso por el cual
se fabrica este producto aun necesita de algunas mejoras, ya que provoca una
degradacion de la textura, el color y el sabor del fruto (Sdenz, 2000).

Frutos congelados

Otra alternativa para preservar el fruto es congelarlo. El proceso consiste en
llevar hasta los -40°C laminas o cuartos del fruto (pelado o sin pelar), para después
conservarlo a -20°C (Sdenz, 2000). Este producto también requiere una mayor
investigacion, ya que también existe una degradacion de las cualidades organolépticas.
Se estd investigando el uso de sirope a modo de protector para revertir ese efecto.

Licores

Con los frutos de Opuntia se pueden producir numerosos licores. En localidades
con una cultura de cultivo de chumberas se pueden encontrar variados licores de

Ill

produccién artesanal. Un ejemplo de ello es el “colonche” licor muy famoso en México
(Saenz, 2000). En Europa, la mayor parte de licores se fabrican en la zona del Etna

(Sicilia), Tenerife y Lanzarote.

En funcién del proceso seguido se puede obtener un tipo de bebida u otra. Se
puede fermentar con Saccharomyces cereviseae, la levadura utilizada para la
produccién de cerveza. También se puede fermentar para producir vinos, de buen
sabor y aroma. Pero no en todos los licores el alcohol proviene de la fermentacién del

higo chumbo, en algunos casos se aflade como un ingrediente mas.

Escabechados y salmuerados

El procesado mas frecuente que se le da a los nopalitos es el escabechado o
salmuerado. En ambos casos el proceso es similar. Primeramente se ha de escaldar el
nopalito para inactivar las enzimas y destruir los microorganismos que pudieran estar
presentes, ademds de ablandar el producto y eliminar parte del mucilago (Sdenz et al.,
2002). Tras ello se limpia con agua fria, se eliminan las espinas y se corta en
fragmentos de menor tamafo. En el escabechado los fragmentos se cocinan y
conservan en escabeche (una mezcla de vinagre, aceite y plantas aromaticas), mientras

que en el salmuerado los fragmentos se conservan en una solucion salina (Sdenz et al.,
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2006). En ambos casos el resultante se almacena en recipientes esterilizados y sellados

al vacio.

Harina

Con los cladodios se puede obtener una harina con la que se puede hornear pan
o bolleria. Su produccién es sencilla y barata. El proceso de produccion consiste en
cortar la penca en tiras longitudinales, secar las tiras en la estufa, molerlas y
finalmente realizar un cribado. El resultado es una harina que se puede mezclar con
harina de trigo, mejorando el sabor, olor, color y textura, respecto al pan tradicional de
trigo (Moreno-Alvarez et al., 2009), ademds de tener un coste de produccién menor.
También mejora las caracteristicas de las tortitas de maiz (Ramirez-Moreno et al.,

2015). Esta harina se puede emplear también para cocinar galletas, flanes y sopas.

Se ha comprobado que esta harina es fuente de calcio (Contreras-Padilla et al.,
2011; Hernandez-Urbiola et al., 2011) y aumenta su absorcion en el intestino (Ramirez-
Moreno et al., 2015). Esto es de gran utilidad para personas con dietas de bajo
consumo en lacteos (Hernandez-Urbiola et al., 2011). Buen ejemplo son algunas
regiones deprimidas del mundo, zonas en las que la poblacién tiene un escaso acceso a
los lacteos. También resulta interesante para personas con intolerancia a la lactosa,
problema cada dia mas frecuente. De esta manera puede ayudar a mantener la

densidad 6sea mineral y prevenir la osteoporosis (Rojas-Molina, 2012).

Aditivo colorante

A partir de la chumbera se pueden producir colorantes alimentarios de gran
valor. Hay 2 vias de obtener el colorante. La mdas importante a nivel comercial es de
manera indirecta, mediante la cria de un parasito de la chumbera, la cochinilla del
carmin. Otro medio de obtencidén de colorantes es la extraccion de pigmentos del

fruto.

La cria de la cochinilla del carmin (Dactylopius coccus), se lleva realizando por los
indigenas mesoamericanos desde antes de la llegada de los espafioles a América. Para
realizar esa cria es importante emplear variedades de chumbera tolerantes a la
cochinilla, que tengan una produccién importante sin dafar en exceso el cultivo
(Falcao et al., 2013). De las hembras de este parasito, que es una chinche, se obtiene el
carmin o acido carminico, conocido comercialmente como aditivo E-120. Este es el
colorante mas importante en la naturaleza, y debido a que actualmente se antepone lo
natural a lo artificial, su valor estd en alza. El carmin se vende generalmente a un
precio entre los 50 y 60 dodlares el kilogramo. Sin embargo, dependiendo de otros

factores los precios pueden oscilar entre los 1505 (calidad extra) y los 40S. Para que el
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carmin sea rentable, los precios deben rondar un minimo de 50 €. Una manera de
obtener rentabilidad es diversificar el negocio: cochinilla viva, pequefios frascos de

carmin liquido y polvos, cladodios con parasitos, etc.

Los frutos contienen determinados pigmentos, como las betalainas, que pueden
usarse como un valioso colorante y aditivo alimentario. Las betalainas se pueden
dividir en betacianinas (color rojo) y betaxantinas (color amarillo). Los principales
pigmentos del fruto son las betaninas, que es una betacianina y por tanto tiene un
color rojo, y la indicaxantina, de color amarillo (Saenz et al., 2012). Aunque ambos
pigmentos se pueden aprovechar, tanto en la industria alimentaria como en otras
actividades, es la betanina la que tiene un mayor valor en alimentacién. Esto es asi
debido a que existe una menor cantidad de colorantes rojos naturales que amarillos.
La betanina comercialmente se denomina como aditivo E-162 y de acuerdo con la
regulacion de aditivos alimentarios se puede emplear cualquier cantidad sin peligro
para la salud. De hecho se considera beneficiosa para la salud debido a su actividad
antioxidante (Gandia-Herrero et al., 2013; Esatbeyoglu et al., 2015). Los frutos de O.
ficus-indica tienen una media de entre 14 y 15 mg de betacianinas por cada 100 gr de
fruta fresca (Forni et al., 1992; Castellar et al., 2003).

Cabe decir que aunque el uso principal sea el alimentario, los colorantes
obtenidos en ambos procesos también se utilizan en otras industrias como la

farmacéutica y cosmética.

Conservante

Los subproductos del higo chumbo también pueden ser aprovechados en la
industria alimentaria. Buen ejemplo de ello es que la piel del fruto puede ser
aprovechada para producir un extracto que sustituya a la vitamina E en la conservacién
de la margarina. La piel es rica en fenoles, y también contiene acidos hidroxibenzoicos,
acidos y flavonoides. Las margarinas conservadas con este extracto muestran un poder
reductor y actividad antioxidante similar a la quercetina, un antioxidante estandar
(Chougui et al., 2015).

Cultivo de hongos

El uso de los desechos orgéanicos de esta planta también estan siendo investigado
como sustrato en el cultivo del Schizophyllum commune, un hongo lignicola muy
apreciado como alimento, y también por sus multiples usos (Vazquez-Mendoza, 2013).
De esta manera seria un complemento alimentario muy interesante para regiones con

poca disponibilidad de nutrientes, como en regiones aridas en las que se pueden
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encontrar las chumberas. También se puede utilizar este hongo como alternativa

productiva para la industria quimica.

Extrusion de alimentos

La extrusidon es un proceso que consiste en comprimir los alimentos hasta
conseguir una masa semisdlida y moldeable. Esto permite modificar distintos
productos alimenticios para elaborar otros nuevos, de unas caracteristicas diferentes a
las originales (textura, forma, color, etc.). El higo chumbo pelado ha sido probado
como un ingrediente que puede ser utilizado positivamente en este proceso (Sarkar et
al., 2011).

Mayonesas

Se ha comprobado que con una determinada chumbera, O. robusta, se puede
producir una mayonesa baja en grasas y con unas propiedades funcionales semejantes
a las de las mayonesas comerciales convencionales (Bernardino-Nicanor et al., 2015).
Seria de interés realizar este mismo estudio con la chumbera comun, ya que hay

razones para pensar que tiene potencial para ser utilizada de esta misma manera.

Flores (varios usos)

La composicion quimica de la flor de O. ficus-indica tiene una gran cantidad de
fibra, proteinas y minerales. Especialmente ricas en potasio, pero también ricas en
calcio, magnesio, hierro y cinc. Su extracto es efectivo contra E. coli y S. aureus, por lo
que tiene gran potencial como conservante o aditivo (Ennouri et al., 2014). Se ha
probado una potente actividad antioxidante y antiinflamatoria de extractos obtenidos
a partir de flores desecadas (Benayad et al., 2014) y frescas (Ammar et al., 2015), por
lo que abre muchas vias para ser utilizada en alimentacién, cosmética vy

medicamentos.

Alimentacion animal

En muchas regiones del mundo, tales como Brasil, el norte de Africa (Tunez,
Argelia y Marruecos), Etiopia, Sur de EEUU (Texas, Colorado) y norte de México, se
utilizan grandes cantidades de chumberas (comunes y otras variedades) para alimentar
al ganado (Felker et al., 2006). Muchas de estas zonas son aridas, y tienen un acceso
limitado al agua. En estas zonas, la chumbera ofrece grandes cantidades de biomasa, lo
cual es de una gran utilidad para alimentar al ganado, aunque las chumberas espinosas
requieren un tratamiento previo para eliminar las espinas, quemandolas con fuego o

usando trituradoras. Se trata de un forraje de alta calidad, por su cantidad de proteinas
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y digestibilidad de la materia seca. De hecho, un estudio reciente realizado en el
Instituto Politécnico de Castelo Branco confirma que la chumbera resulta de gran
interés para la alimentacidon de corderos lactantes y terneros de engorde, de modo que
tengan acceso a un forraje con altos niveles de proteinas (Pitacas et al., 2014). Ademas

resulta una opcidn interesante para el periodo seco del afio.
Salud y Cosmética

Aceite corporal

El aceite de semilla de chumbera es rico en acido linoleico y otros acidos
insaturados. Es similar a otros aceites comestibles, como el de maiz o uva. Sin
embargo, el mayor atractivo comercial del aceite no es como alimento, sino como

cosmeético. Es muy apreciado como aceite corporal.

Se obtiene mediante un triturado y prensado de las semillas. Tiene un
rendimiento muy bajo, ya que se necesitan en torno a 25 kg de semillas para obtener 1
litro de aceite, lo que significa utilizar toneladas de frutos. A pesar de ser un aceite
caro por su bajo rendimiento, se vende bien. Algunos reclamos publicitarios que se
pueden leer de este producto son: “Conocido como el botox natural, remedio para
atenuar las arrugas, hidratar la piel y combatir las manchas” y “Alto poder cicatrizante.
Restablece la firmeza y el tono de la piel. Aporte de dcidos Omegas 3, 6, 7 y 9. Alto

contenido en vitamina E”

Suplemento alimenticio

La composicién de la pulpa del higo chumbo le confiere unas excepcionales
caracteristicas antioxidantes y nutritivas (Chiteva y Wairagu, 2013). Tiene unos efectos
antiinflamatorios (Gentile et al., 2004), hipocolesterolémicos e inmunoestimulatorios
(Saoudi et al., 2011). No es de extrafiar por tanto, que uno de los usos que se le dé es
el de suplemento alimenticio, en formato de polvos solubles. Algunos ejemplos de
reclamos leidos en suplementos alimenticios a base de chumbera son: “Proteccion
frente a infecciones de orina y cistitis, hipertension, insuficiencia cardiaca,
envejecimiento prematuro, hipertrofia prostdtica benigna e inflamaciones prostdticas,

pérdida de potencia o apetito sexual”

También se publicita como una ayuda para la pérdida de peso. De hecho e