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RESUMEN

En México, los cladodios jévenes (nopalitos) y los brotes florales
(tunitas) de Nopalea cochenillifera se consumen como vegetales,
pero no hay informacién del contenido de polisacdridos estruc-
turales y de fibra dietética en los brotes florales. El objetivo de
este estudio fue extraer, purificar y cuantificar los polisacdridos
estructurales (mucilagos, pectinas, hemicelulosas débilmente y
fuertemente unidas a la celulosa y celulosa) y fibra dietética (so-
luble, insoluble y total) en brotes florales de N. cochenillifera de
cuatro estadios de desarrollo. La hipétesis fue que los polisacdri-
dos estructurales solubles se incrementan durante el desarrollo
de los brotes florales. Los brotes florales se cosecharon entre las
06:00 y las 09:00 h en el municipio de San Ciro de Acosta, San
Luis Potosi, México, se clasificaron por su longitud y desarrollo
en cuatro estadios (ED), se eliminaron las espinas, se liofilizaron
y trituraron. Los polisacdridos estructurales se extrajeron en se-
cuencia con disolventes acuosos (agua, oxalato de amonio e hi-
dréxido de potasio). La fibra dietética soluble se determiné como
la suma de mucilago, pectina y hemicelulosas débilmente unidas
y la insoluble como la suma de hemicelulosas fuertemente unidas
y celulosa. La fibra dietética total fue la suma de todos los polisa-
céridos estructurales. El disefio experimental fue completamente
al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. El contenido de
mucilago y hemicelulosas débilmente unidas varié entre los ED,
de 5.629.8 % y de 3.1 a 15.0 %. Las pectinas, hemicelulosas
fuertemente unidas y la celulosa se mantuvieron estables durante
el desarrollo de los brotes florales (6.4, 12.4 y 12.7 %). El ED2
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ABSTRACT

In Mexico, the young cladodes (nopalitos) and floral buds (tunitas)
of Nopalea cochenillifera are consumed as vegetables, but there
is no information on the content of structural polysaccharides
and dietary fiber in floral buds. The objective of this study was
to extract, purify and quantify the structural polysaccharides
(mucilages, pectins, loosely and tightly hemicelluloses bound
to cellulose, and cellulose) and dietary fiber (soluble, insoluble
and total) in floral buds of N. cochenillifera in four stages
of development. The hypothesis was that soluble structural
polysaccharides increase during the development of floral buds.
Floral buds were harvested between 06:00 and 09:00 h in the
municipality of San Ciro de Acosta, San Luis Potosi, Mexico;
they were classified by their length and development in four
stages (GS); thorns were eliminated, lyophilized and crushed.
The structural polysaccharides were extracted in sequence with
aqueous solvents (water, ammonium oxalate and potassium
hydroxide). Soluble dietary fiber was determined as the sum of
mucilage, pectin and loosely bound hemicelluloses, and insoluble
as the sum of tightly bound hemicelluloses and cellulose. Total
dietary fiber was the sum of all structural polysaccharides. The
experimental design was completely randomized with four
replications per treatment. The content of mucilage and loosely
bound hemicelluloses varied between GS, from 5.6 to 9.8 %
and from 3.1 to 15.0 %. Pectins, tightly bound hemicelluloses
and cellulose remained stable during the development of floral
buds (6.4, 12.4 and 12.7 %). The GS2 had the highest dietary
fiber content (46.3 %). The content of mucilages, loosely bound
hemicelluloses and total and soluble dietary fiber increased in
floral buds of N. cochenillifera in GS2, followed by their decrease
in GS3 and GS4.
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presenté el contenido de fibra alimentaria mayor (46.3 %). El
contenido de mucilagos, hemicelulosas débilmente unidas y fi-
bra dietética total y soluble aumenté en los brotes florales de V.
cochenillifera en ED2 seguido de su decremento en ED3 y ED4.

Palabras clave: fibra soluble, hemicelulosas débilmente unidas,

mucilago, Nopalea cochenillifera.
INTRODUCCION

a fibra dietética es un grupo de sustancias

que pasan a través del intestino sin sufrir al-

teraciones y que se asocian con beneficios a la
salud humana como la reduccién en el contenido o
la digestibilidad de macronutrientes de los alimen-
tos naturales o procesados, ademds de tener efecto
hipolipidémico, hipoglucémico e hipocolesterémico
(Brownlee er al., 2017). La composicién quimica,
ubicacién en la pared celular y solubilidad de estas
macromoléculas son criterios para diferenciarla en
fibra dietética soluble (pectinas, mucilagos y algunos
tipos de hemicelulosas) e insoluble (celulosa, hemi-
celulosas fuertemente unidas a la celulosa y lignina)
(Zhao et al., 2007).

El mucilago se localiza en los espacios extracelu-
lares y se sintetiza a partir de la polimerizacién de
varios monosacdridos asociados con dcidos urénicos
(Bayar er al., 2016). Las pectinas se localizan en la
pared celular primaria y en la limina media de las
células y se conforman por largas cadenas de a-D-
(1->4) 4cido galacturénico unidas a residuos de L-
ramnosa con cadenas laterales de azticares neutrales.
Estos polisacdridos se usan en la industria alimentaria
y farmacéutica como gelificantes, espesantes y emul-
sificantes (Garcfa y Pefia, 1995; Bayar ez al., 2016).
Las hemicelulosas son heteropolisacdridos compues-
tos por xilosa, glucosa, manosa, galactosa arabinosa,
fucosa y dcido 4-o-metilglucuronico (Garcia y Pena,
1995) y se usan principalmente en la elaboracién de
papel y como fuente de energfa renovable (Hoch,
2007). La celulosa es una molécula lineal de 8-1,4-
glucanas (Garcia y Pena, 1995). Este compuesto no se
aprovecha directamente en la industria; sin embargo,
sus derivados como la carboximetilcelulosa se usan
como espesantes en la industria alimentaria (Habibi
et al., 2009). La lignina no se clasifica como polisacd-
rido, pero es parte de la fibra dietética. En nopalitos

de Opuntia estd ausente en el tejido (Alvarez y Pena-
Valdivia, 2009; Lépez-Palacios et al., 2012).
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INTRODUCTION

ietary fiber is a group of substances that pass

through the intestine without undergoing

alterations and are associated with benefits
to human health such as reduction in the content or
digestibility of macronutrients of natural or processed
foods, in addition to having a hypolipidemic,
hypoglycemic and  hypocholesterolemic  effect
(Brownlee et al., 2017). The chemical composition,
location in the cell wall and solubility of these
macromolecules are criteria to differentiate them
into soluble (pectins, mucilages and some types of
hemicelluloses) and insoluble dietary fiber (cellulose,
hemicelluloses strongly bound to cellulose and
lignin) (Zhao et al., 2007).

Mucilages are located in the extracellular spaces
and are synthesized from the polymerization of
several monosaccharides associated with uronic
acids (Bayar ez al., 2016). Pectins are located in the
primary cell wall and in the middle lamina of the
cells and are formed by long chains of a-D-(1->4)
galacturonic acid linked to L-rhamnose residues with
side chains of neutral sugars. These polysaccharides
are used in the food and pharmaceutical industry
as gelling agents, thickeners and emulsifiers
(Garcia and Pena, 1995, Bayar er al, 2016).

Hemicelluloses ~ are  heteropolysaccharides
composed of xylose, glucose, mannose, galactose
arabinose, fucose and 4-o-methylglucuronic acid
(Garcia and Pefa, 1995) and are used mainly in
papermaking and as a source of renewable energy
(Hoch, 2007). Cellulose is a linear molecule of 5-1,4-
glucans (Garcfa and Pefia, 1995). This compound
is not directly used in the industry; however, its
derivatives such as carboxymethylcellulose are used as
thickeners in the food industry (Habibi ez 4/, 2009).
Lignin is not classified as a polysaccharide, but is part
of dietary fiber. It is absent in the tissue of Opuntia
nopalitos (Alvarez and Pefia-Valdivia, 2009, Lépez-
Palacios et al., 2012).

In the Cactaceae family, the Nopalea genus is
considered paraphyletic with the Opuntia genus
due to the morpho-anatomical similarities between
them (Majure and Puente, 2014). There are nine
Nopalea species of which N. cochenillifera (L.) Salm-
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En la familia Cactaceae, el género Nopalea es con-
siderado parafilético junto al género Opuntia debi-
do a las similitudes morfo-anatémicas entre ambos
(Majure y Puente, 2014). Hay nueve especies de No-
palea de las cuales N. cochenillifera (L.) Salm-Dyck
es la de mayor interés antropocéntrico y de distri-
bucién amplia en las regiones tropicales de México
(Puente-Martinez, 2006). Las plantas de N. cocheni-
Ulifera son arborescentes, con tronco bien definido y
poseen tallos modificados, aplanados, de color verde
llamados cladodios de hasta 25 cm de longitud, con
hojas pequenas y caducas y espinas ausentes, flores
rojas de 5.0 cm de longitud, el ovario es tuberculado
con numerosas gloquidias, los estambres son exertos,
rosados y los I6bulos del estigma son verdosos (Bra-
vo, 1978; Nerd ez al., 1997; Reyes-Agiiero y Aguirre-
Rivera, 2017).

Los cladodios jévenes (llamados nopalitos) y los
brotes florales (llamados tunitas) de V. cochenillifera
se consumen y comercializan como vegetales en la re-
gién subhimeda de San Luis Potosi, México (Reyes-
Agiiero y Aguirre-Rivera, 2017). Ademds, en diversas
partes del mundo las plantas se usan como cerco vivo
y sus cladodios maduros como forraje (Alonso-Cas-
tro et al., 2012; Marques et al., 2013; Reyes-Agiiero
y Aguirre-Rivera, 2017).

Los polisacdridos estructurales de los cladodios
jovenes y de los frutos de Opuntia de consumo hu-
mano se han caracterizado ampliamente (Alvarez y
Pefa-Valdivia, 2009; Calvo-Arriaga et al., 2010; Pe-
fia-Valdivia ez al., 2012; Lépez-Palacios ez al., 2012 y
2016). En contraste, en Nopalea solo se ha registrado
el contenido de mucilago en nopalitos producidos
en un sistema hidropénico (de 5.4 a 8.3 %) (Lépez-
Palacios ez al., 2010) y en estudios de calidad postco-
secha (20.4 %) (Nerd et al., 1997). Asi, el objetivo
de este estudio fue extraer, purificar y cuantificar el
contenido de polisacdridos estructurales (mucilagos,
pectinas, hemicelulosas débilmente y fuertemente
unidas a la celulosa y celulosa) y fibra dietética (so-
luble, insoluble y total) e identificar la presencia de
lignina en brotes florales, conocidos cominmente
como tunitas, de cuatro estadios de desarrollo de /V.
cochenillifera. La hipétesis fue que los polisacdridos
estructurales solubles (mucilagos, pectinas y hemice-
lulosas débilmente unidas) aumentan durante el de-
sarrollo de los brotes florales.

Dyck is the one of the greatest anthropocentric
interest and wide distribution in the tropical regions
of Mexico (Puente-Martinez, 2006). The plants of
N. cochenillifera are arborescent, with well defined
trunk and have modified, flattened, green stems
called cladodes up to 25 c¢m in length, with small
and deciduous leaves and no thorns, red Howers of
5.0 cm long, the ovary is tuberculated with numerous
glochids, the stamens are exerted, pink and the
stigma lobes are greenish (Bravo, 1978, Nerd, ez al.,
1997, Reyes-Agiiero and Aguirre-Rivera, 2017).

The young cladodes (called nopalitos) and the
floral buds (called tunitas) of N. cochenillifera are
consumed and marketed as vegetables in the sub-
humid region of San Luis Potosi, Mexico (Reyes-
Agiiero and Aguirre-Rivera, 2017). In addition, in
various parts of the world, plants are used as live
fences and mature cladodes as fodder (Alonso-Castro
et al., 2012, Marques ez al., 2013, Reyes-Agiiero and
Aguirre-Rivera, 2017).

The structural polysaccharides of the young
cladodes and fruits from Opuntia for human
consumption have been widely described (Alvarez
and Pefa-Valdivia, 2009, Calvo-Arriaga ez al., 2010,
Pena-Valdivia ez al., 2012, Lépez-Palacios ez al., 2012
and 2016). In contrast, in Nopalea only the mucilage
content was detected in nopalitos produced using
a hydroponic system (from 5.4 to 8.3 %) (Lépez-
Palacios ez al., 2010) and in post-harvest quality studies
(20.4%) (Nerd e al., 1997). Thus, the objective of this
study was to extract, purify and quantify the content
of structural polysaccharides (mucilages, pectins,
loosely and tightly hemicellulose bound to cellulose,
and cellulose) and dietary fiber (soluble, insoluble
and total) and to identify the presence of lignin in
floral buds, commonly known as tunitas, from four
growth stages of N. cochenillifera. The hypothesis was
that soluble structural polysaccharides (mucilages,
pectins and loosely bound hemicelluloses) increase
during the development of floral buds.

MATERIALS AND METHODS

Floral buds or tunitas of V. cochenillifera were harvested
between 06:00 and 09:00 h in the municipality of San Ciro de
Acosta, San Luis Potosi, Mexico (21° 39’ N, 99° 49’ W, 900 masl),

with climate BS (F) hw (warm semi-dry with rain in summer)
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MATERIALES Y METODOS

Los brotes florales o tunitas de V. cochenillifera se cosecharon
entre las 06:00 y 09:00 h en el municipio de San Ciro de Acosta,
San Luis Potosi, México (21° 39’ N, 99° 49’ O, 900 msnm), con
clima BS, () hw (semiseco cédlido con lluvias en verano) (Gar-
cfa, 2004; INEGI, 2002), durante febrero de 2016. Los brotes
se trasladaron en hielera al laboratorio de Ingenieria Agroindus-
trial de la Unidad Académica Multidisciplinaria Zona Media de
la Universidad Auténoma de San Luis Potosi y se separaron en
cuatro estadios de desarrollo (ED) de acuerdo con su longitud
y caracteristicas visuales de desarrollo (i.e. color de bricteas del
perianto, antesis, etcétera) (Cuadro 1).

En los brotes se registré su peso en g (Ohaus®, NVL2101/1,
EUA), se eliminaron las gléquidas, se cortaron en segmentos pe-
quefios (cerca de 1 cm) y se congelaron a —15 °C en un congela-
dor doméstico (Acros® AT9007T, México). Las muestras conge-
ladas se deshidrataron durante 72 h en un liofilizador (Labconco®
Freezone 2.5, EUA). La cinética de secado se realizd con presién
de vacio de 280 mbar y —50 °C en el condensador. Los seg-
mentos deshidratados se pesaron para obtener el peso seco, y se
tricuraron en un mortero hasta obtener un polvo fino.

La extraccién, purificacién y cuantificacién de los polisa-
cdridos estructurales se realizé en secuencia con el método des-
crito por Alvarez y Pefia-Valdivia (2009) y Lépez-Palacios ef al.
(2012). El mucilago se solubilizé en 500 mg de la harina de los
brotes con 10 mL de agua destilada y colocado en bafio de agua
hirviendo 30 min, luego se centrifugdé (Hermle Z206A, Alema-
nia) 10 min a 1400 x g para separar el sobrenadante del residuo
sélido, y la fase liquida contenia el mucilago. Al tejido sin mu-
cilago se adicionaron 5 mL de C,H, O.N, (Merk®) al 0.5 % en
agua (w:v), se calenté en bafio de agua 30 min y se centrifugd 5
min a 1400 x g para separar las pectinas en la fase liquida. Las
hemicelulosas débilmente unidas se solubilizaron con de 5 mL
de KOH (Merk®) al 5 % en agua (w:v) en el tejido sin mucilagos
ni pectinas y se agitaron (826 x g) 24 h en un agitador orbital

(Garcia, 2004; INEGI, 2002), during February 2016. They were
transferred in an ice-cooler to the Agroindustrial Engineering
Laboratory of the Unidad Académica Multidisciplinaria Zona
Media of the Universidad Auténoma de San Luis Potosi and
separated them into four growth stages (GS) according to their
length and visual characteristics of development (i.e. color of
perianth bracts, anthesis, etc.) (Table 1).

The floral bud weight in g (Ohaus®, NVL2101 / 1, USA)
was recorded, glochid were eliminated, cut into small segments
(about 1 cm) and frozen at -15 °C in a domestic freezer (Acros®
AT9007T, Mexico). The frozen samples were dehydrated for 72 h
(Labconco® Freezone 2.5, USA). The drying kinetics was carried
out with a vacuum pressure of 280 mbar and at —50 °C in the
condenser. The dehydrated segments were weighed to obtain dry
weight, and ground them in a mortar to a fine powder.

The extraction, purification and quantification of the
structural polysaccharides was carried out in sequence with the
method described by Alvarez and Pefia-Valdivia (2009) and
Lépez-Palacios ez al. (2012). The mucilage was solubilized in 500
mg of buds flour with 10 mL of distilled water and placed in a
boiling water bath for 30 min, then centrifuged (Hermle Z2006A,
Germany) for 10 min at 1400 x g to separate the supernatant from
the solid residue; and the liquid phase contained the mucilage.
Five milliliters of C,H, ON, (Merk®) were added to the tissue
without mucilage, at 0.5 % in water (w:v), heated it in a water
bath for 30 min and centrifuged for 5 min at 1400 x g to separate
the pectins in the liquid phase. The loosely bound hemicelluloses
were solubilized with 5 mL of 5 % KOH (Merk®) in water (w:v)
in the tissue without mucilage or pectin and shaken (826 x g) for
24 h in an orbital shaker (Chincan, TS-1000, China) at room
temperature. The solid phase was separated by centrifugation for
5 min at 1400 x g. Then 5 mL of 24 % KOH in water (w:v) were
added to the remaining tissue and kept it in constant agitation
(826 x g) for 24 h at room temperature. The tightly bound
hemicelluloses were separated from the tissue by centrifugation

(5 min at 1400 x g).

Cuadro 1. Longitud (cm) (* desviacién estdndar) y biomasa fresca (g) (* desviacion estdndar) de los brotes florales de Nopalea

cochenillifera.

Table 1. Length (cm) (* standard deviation) and fresh biomass (g) (* standard deviation) of the floral buds of Nopalea cochenillifera.

Estadio de desarrollo Longitud Biomasa fresca Caracteristicas
(ED) (cm) (8
EDI1 29403 5.4%0.5 ?;jcteas del perianto de color verde de longitud menor que 1.5
ED2 3.5%0.3 6.9%1.4 Brécteas del perianto con color rosado en un 50 % de su superficie
ED3 41403 78+1.1 Bricteas del perianto de color rosado y de longitud mayor que
1.5 cm
ED4 4.7%+0.3 10.3+1.7 Comienzo de la antesis
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(Chincan, TS-1000, China) a temperatura ambiente. La fase s6-
lida se separé mediante centrifugacién por 5 min a 1400 x g. Al
tejido restante se anadieron 5 mL de KOH al 24 % en agua (w:v)
y mantenidos en agitacion constante (826 x g) 24 h a temperatu-
ra ambiente. Las hemicelulosas fuertemente unidas se separaron
del tejido mediante centrifugado (5 min a 1400 x g).

Cada tipo de polisacdrido se extrajo tres veces consecutivas
para asegurar la efectividad de remover los carbohidratos previos
a la extraccién del siguiente tipo de polisacdrido. Para precipitar
los polisacdridos se anadi6 etanol de 96 % a —20 °C en una rela-
cién 1:4 y se mantuvieron en refrigeracion 24 h a 4 °C; en el caso
de las hemicelulosas se adiciond una gota de HCI concentrado.
Cada polisacdrido se recuper$ por precipitado mediante centri-
fugacién (1400 x ¢ por 5 min). Los polisacdridos se purificaron
con didlisis (MWCO 12-14 kDa, Spectrum Laboratories, EUA)
contra agua destilada durante 72 h con cambios de agua cada 4 h
para remover todos los contaminantes de peso molecular bajo. El
tejido restante después de la extraccién de mucilagos, pectinas y
hemicelulosas constituye la celulosa cruda, la cual se purificé con
lavados acuosos constantes hasta alcanzar un pH de 7. Todos los
polisacdridos dializados se secaron en estufa a 70 °C (Thermo
Scientific, Heratherm, Alemania) y se pesaron para obtener su
rendimiento. La presencia o ausencia de lignina se determiné por
tincion con fluoroglucinol acuoso en el tejido identificado como
celulosa. Los resultados se expresaron como g 100 g~' MS.

La fibra dietética soluble se determiné como la suma de mu-

cilago, pectina y hemicelulosas débilmente unidas a la celulosa.
La suma de hemicelulosas fuertemente unidas a la celulosa y ce-
lulosa constituyd la fibra alimentaria insoluble. La fibra alimen-
taria total se calculé con la suma de la soluble y la insoluble.
El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro
tratamientos (cuatro estadios de desarrollo floral) y cuatro repe-
ticiones por tratamiento, y la unidad experimental fue un brote
floral (tunita). La normalidad se determiné con base en el anilisis
gréifico de residuales y la prueba Shapiro-Wilks con el programa
InfoStat (Versién 2016e) (Balzarini ez /., 2008; Di-Rienzo et al.,
2011). Los datos de fibra dietética soluble, insoluble y total se
transformaron con arcoseno para que cumplieran con el supuesto
de normalidad. Los resultados se sometieron a ANDEVA y prue-
ba de comparacién multiple de medias de Tukey (p=<0.05) con
el software SAS System (versién 9).

RESULTADOS Y DISCUSION
Polisacaridos estructurales
Los brotes florales contenfan en promedio 7.7 %

de mucilago, aunque su contenido varié entre los
estadios de desarrollo (p=<0.05). Los brotes florales

Each type of polysaccharide was extracted three consecutive
times to ensure the effectiveness of removing carbohydrates
prior to the extraction of the next type of polysaccharide. To
precipitate the polysaccharides, 96 % ethanol at —20 °C was
added in a 1:4 ratio, and kept them in refrigeration for 24 h at
4 °C; in the case of the hemicelluloses a drop of concentrated
HCl was added. Each polysaccharide was recovered by
precipitate by means of centrifugation (1400 x g for 5 min). The
polysaccharides were purified with dialysis (MWCO 12-14 kDa,
Spectrum Laboratories, USA) against distilled water for 72 h
with water changes every 4 h to remove all low molecular weight
contaminants. The remaining tissue after the extraction of
mucilages, pectins and hemicelluloses constitutes raw cellulose,
which was purified with constant aqueous washes until reaching
a pH of 7. All the dialyzed polysaccharides were oven dried at
70 °C (Thermo Scientific, Heratherm, Germany) and weighed
them to obtain their yield. The presence or absence of lignin was
determined by staining with aqueous fluoroglucinol the tissue
identified as cellulose. The results were expressed as g 100 g™
MS.

Soluble dietary fiber was determined as the sum of mucilage,
pectin and hemicelluloses loosely bound to cellulose. The
addition of hemicelluloses tightly bound to cellulose, and
cellulose constituted the insoluble dietary fiber. Total dietary
fiber was calculated as the sum of the soluble and the insoluble.
The experimental design used was completely randomized
with four treatments (four growth stages) and four repetitions
per treatment, and the experimental unit was a floral bud
(tunita). Normality was determined based on the graphical
residual analysis and the Shapiro-Wilks test with the InfoStat
program (Version 2016e) (Balzarini ez al., 2008; Di-Rienzo er
al., 2011). Data of soluble, insoluble and total dietary fiber were
transformed with arcsine, to have them fulfill the assumption of
normality. The results were subjected to ANOVA and Tukey’s
multiple means comparison test (p=<0.05) with the SAS System

software (version 9).
RESULTS AND DISCUSSION
Structural polysaccharides

Floral buds contained on average 7.7 % mucilage,
although its content varied among growth stages
(p=<0.05). Floral buds showed a gradient GS2>
GS1>GS3>GS4, in which the relative differences
between GS2 and GS4 were up to 40% (Table 2).

The results obtained in mucilage were similar
to those registered for nopalitos of several Opuntia
species, with values between 6.9 and 11.7 %
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mostraron un gradiente ED2>ED1>ED3>ED4,
en los cuales las diferencias relativas entre el ED2 y el
ED4 fueron de hasta 40 % (Cuadro 2).

Los resultados obtenidos en mucilago fueron si-
milares a los registrados para nopalitos de varias es-
pecies de Opuntia, con valores entre 6.9 y 11.7 %
(Lépez-Palacios et al., 2012). Nerd ez al. (1997) ob-
servaron 4.6 % de mucilago en nopalitos frescos de
N. cochenillifera y registraron un aumento de hasta
20.4 % de este compuesto después de 20 d de alma-
cenado el producto se infirié que algunas condicio-
nes de almacenado, como la humedad relativa y la
temperatura pueden propiciar este aumento. Lépez-
Palacios et al. (2010) en un estudio comparativo de
calidad en nopalitos de N. cochenillifera, O. ficus-in-
dicay O. robusta ssp. larreyi y con tres estadios de de-
sarrollo observaron que el contenido relativo de este
compuesto decrecia al aumentar su desarrollo (de 9.1
a 7.7 %). Este resultado fue similar a los de nuestro
estudio.

El aumento de mucilago en el ED2 puede estar
relacionado con el proceso de desarrollo celular. En
varias especies de Nopalea hay canales mucilaginosos
en brotes vegetativos y florales en desarrollo, lo que
indica la biosintesis de mucilago en las células jévenes
de estos tejidos (Mauseth, 1980a). Esto podria expli-
car el aumento de mucilago en el ED2 de los brotes
florales. Durante el desarrollo, las células de los tejidos
jovenes acumulan mucilago hasta un punto maximo,
lo que permite la formacién de células epiteliales y
la elongacién celular, sin embargo, estos compuestos
extracelulares se degradan parcialmente y se forman
compuestos de importancia fisiolégica para la planta
(Mauseth, 1980b; Wakabayashi, 2000). Esto explica

(Lépez-Palacios et al., 2012). Nerd et al. (1997)
observed 4.6 % of mucilage in fresh nopalitos of
N. cochenillifera and recorded an increase of up to
20.4 % of this compound after 20 d of storage of the
product and inferred that storage conditions, such as
relative humidity and temperature, could cause this
increase. Lopez-Palacios er al. (2010) in a quality
comparative study in nopalitos of N. cochenillifera,
O. ficus-indica and O. robusta ssp. larreyi and with
three growth stages observed that the relative content
of this compound decreased with its increasing
development (from 9.1 to 7.7 %). This result was
similar to those of our study.

The increase of mucilage in GS2 may be
related to the process of cell development. In
various species of Nopalea there are mucilaginous
channels in plant and floral buds in development,
indicating the biosynthesis of mucilage in the
young cells of these tissues (Mauseth, 1980a). This
could explain the increase of mucilage in the GS2
of floral buds. During development, the cells of
young tissues accumulate mucilage to a maximum
point, which allows the formation of epithelial cells
and cell elongation; however, these extracellular
compounds are partially degraded and compounds
of physiological importance are formed for the
plant (Mauseth, 1980b; Wakabayashi, 2000). This
explains the tendency observed from GS2, in which
the concentration of mucilage decreases and led us
to infer that this compound was degraded by the
process of anthesis and subsequent formation of the
fruit. However, further studies will be necessary to
evaluate changes in the content of this compound
and others such as terpenes, flavonoids, pectins and

Cuadro 2. Contenido de polisacéridos estructurales en brotes florales (tunitas) de Nopalea cochenillifera de cuatro estadios de desarrollo.
Table 2. Content of structural polysaccharides in floral buds (tunitas) of Nopalea cochenillifera from four growth stages.

Polisacarido Estadio de desarrollo

(g 100 g~' MS) ED1 ED2 ED3 ED4 DMS
Mucilago 7.43+0.87 ab 9.83%x0.49 a 8.03%+1.09 ab 5.60+1.0 b 4.04
Pectina 6.20%x1.29a 5.47+0.52 a 6.00x1.59a 8.13+x1.21 a 5.52
Hemicelulosas

Débilmente unidas 3.13%£0.27 ¢ 15.00+1.39 a 7.37+£0.35b 5.83%0.49 bc 3.48
Fuertemente unidas 2.20%£0.40 a 2.50%£0.52a 3.30%£0.31 a 4.43+0.85a 2.53
Celulosa 12.80%+0.50 a 13.53%1.99a 10.70£0.35 a 13.90x1.27 a 5.52

Medias con letras distintas en una hilera indican diferencias significativas (Tukey; p<0.05) % error estdindar. ‘'DMS: Diferencia minima

significativa. ¢ Means with different letters in a row indicate significant differences (Tukey; p<0.05) * standard error. 'LSD: Least

significant difference.
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la tendencia observada a partir del ED2, en la cual
decrece la concentracién de mucilago y permite in-
ferir que este compuesto se degradé por efecto del
proceso de antesis y posterior formacién del fruto.
Mis estudios serdn necesarios para evaluar los cam-
bios en el contenido de este compuesto y de otros
como terpenos, flavonoides, pectinas y polisacdridos
no estructurales durante la antesis y la formacién del
fruto.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los mucilagos
también pueden haber cambiado durante el desa-
rrollo de los brotes florales. Al respecto, en un estu-
dio realizado por Contreras-Padilla ez a/. (2016) en
nopalitos de O. ficus-indica de 50, 100 y 150 d de
madurez, se encontré que en los de 100 d de madu-
rez producian mucilagos capaces de formar fluidos
mds viscosos y con propiedades viscoeldsticas mejo-
res en comparacién con los nopalitos de 50 y 150 d,
lo que se relaciona con los cambios estructurales en
estos compuestos durante el desarrollo de los clado-
dios. Aunque en nuestro estudio no se evaluaron los
cambios fisicoquimicos de los mucilagos de los bro-
tes florales durante su desarrollo, no se descarta que
pueda ocurrir un cambio estructural y composicional
de este compuesto que prepare a estos tejidos para la
antesis.

Durante el desarrollo floral no se observaron dife-
rencias en el contenido de pectinas (p>0.05), el cual
fue de 6.4 % en promedio. El contenido de pectinas
fue mayor a lo registrado en nopalitos de Opuntia
spp. (2.1 %) (Lépez-Palacios e al., 2010) y similares
a los encontrados en frutos tipo xoconostle (O. matu-
dae Sheinvar) (de 2 a 8 %) (Alvarez y Pena-Valdivia,
2009). Esta divergencia entre los valores obtenidos
en nuestro experimento y los reportados en otros
estudios puede deberse al proceso de expansion ce-
lular en el cual ocurre un rdpido incremento en la
velocidad de desarrollo (Bertin et 4/, 2009), como
sucede con el desarrollo de los frutos de Opuntia fi-
cus-indica (Barbera et al., 1994). Los cambios rdpidos
en el nimero y volumen celular sugieren un cambio
dindmico en el metabolismo de la pared celular en
los primeros estadios de desarrollo del fruto (Terao ez
al., 2013), lo cual podria presentarse en el desarrollo
de los brotes florales de V. cochenillifera. Al respecto,
Prasanna ez al. (2007) mencionaron que las homoga-
lacturanas presentes en las pectinas son responsables
de la firmeza de muchos frutos y hortalizas, lo cual
podria explicar la concentracién mayor de este tipo

non-structural polysaccharides, during the anthesis
and formation of the fruit.

The physicochemical characteristics of mucilages
may also have changed during the development of
flower buds. In this regard, in a study conducted by
Contreras-Padilla ez 4/. (2016) in nopalitos of O.
Sfreus-indica of 50, 100 and 150 d of maturity, those
of 100 d of maturity produced mucilages capable
of forming more viscous fluids and with better
viscoelastic properties compared to the nopalitos of
50 and 150 d, which relates to the structural changes
in these compounds during the development of
cladodes. Although in our study the physicochemical
changes of the mucilages of floral buds during their
development was not evaluated, it is not ruled out
that a structural and compositional change of this
compound can occur on preparing these tissues for
anthesis.

During floral development, no differences
were observed in pectin content (p>0.05), which
was 6.4 % on average. The content of pectins
was higher than that registered in nopalitos of
Opuntia spp. (2.1 %) (Lépez-Palacios ez al., 2010)
and similar to those found in type xoconostle (O.
matudae Sheinvar) fruits (from 2 to 8 %) (Alvarez
and Pefa-Valdivia, 2009). This divergence between
the values obtained in our experiment and those
reported in other studies may be due to the cell
expansion process characterized by a rapid increase
in the speed of development (Bertin ez al., 2009), as
is the case with the development of fruits of Opuntia
Sficus-indica (Barbera et al., 1994). Rapid changes in
cell number and volume suggest a dynamic change
in the cell wall metabolism in the early stages of fruit
development (Terao ezal.,2013), which could occurin
the development of floral buds of V. cochenillifera. In
this regard, Prasanna ez a/. (2007) mentioned that the
homogalacturanas present in pectins are responsible
for the firmness of many fruits and vegetables, which
could explain the higher concentration of this type
of polysaccharides in floral buds with respect to that
registered in Opuntia nopalitos (Lépez-Palacios ez 4l.,
2012), although further studies will be necessary to
prove it.

Hemicelluloses, together with celluloses, were
the most abundant compound in floral buds with
38 % of the structural polysaccharides present. The
floral buds of GS2 had 17.5 % more hemicelluloses,
in contrast with the GS1 that presented a third of
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de polisacdridos en los brotes florales con respecto a
lo registrado en nopalitos de Opuntia (Lépez-Pala-
cios et al., 2012), aunque serdn necesarios mds estu-
dios que lo comprueben.

Las hemicelulosas, junto con las celulosas, fueron
el compuesto mds abundante en los brotes florales
con 38 % de los polisacdridos estructurales presentes.
Los brotes florales del ED2 tuvieron 17.5 % mds he-
micelulosas en contraste con el ED1 que presenté un
tercio de este compuesto (5.3 %) (p=<0.05). Ademds,
se observaron diferencias significativas (p=<0.05) en
el contenido de hemicelulosas débilmente unidas en-
tre los ED de los brotes florales, y el ED2 tuvo el con-
tenido mayor (15 %) de este tipo de polisaciridos y
el ED1 el menor (3.13 %). Pero en las hemicelulosas
fuertemente unidas no hubo diferencias estadisticas
entre los estadios de desarrollo con un valor prome-
dio de 12.4 % (Cuadro 2). Estos resultados fueron
similares a los encontrados en xoconostle (Alvarez y
Pefa-Valdivia, 2009) e inferiores a los registrados en
nopalitos de Opuntia de diferentes variedades (L6-
pez-Palacios ez al., 2012).

Los cambios en la estructura de la pared celular
estdn relacionados con los que ocurren en compues-
tos como la pectina y las hemicelulosas débilmente
unidas (De Vries et al., 1986), lo cual puede expli-
car las divergencias observadas durante el desarrollo
de los brotes florales de N. cochenillifera (Cuadro
2). Las células de tejidos jévenes acumulan sustan-
cias pépticas y hemicelulosas débilmente unidas a las
celulosas (De Vries et al., 1986) como sustancia de
reserva de carbono en una etapa de su desarrollo, el
cual es reutilizado por la célula para la biosintesis de
compuestos no estructurales (Hoch, 2007) o como
producto de la elongacién y expansién celular (Gar-
cia y Pena, 1995). Sin embargo, para especies de la
familia Cactaceae no hay registros de estos cambios,
pero si en especies de las familias Fagaceae (Fagus sil-
vatica L.), Pinaceae (Pinus banksiana Lamb. y Picea
glauca [Moench] Voss) y Fabaceae (Vigna radiata [L.]
R. Wilczek), en las cuales se reduce el contenido de
hemicelulosas en células de madurez fisiolégica de los
tejidos jovenes (Renault y Zwiazek, 1997; Botten ez
al., 2004; Hoch, 2007). Esto permite inferir que los
brotes florales de Nopalea probablemente acumulen
hemicelulosas débilmente unidas como reserva en las
primeras etapas de desarrollo (de ED1 a ED2), segui-
dos de un decremento (de ED2 a ED4), debidos a su

degradacién para la sintesis de otros compuestos de
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this compound (5.3 %) (p=<0.05). In addition,
significant differences were observed (p=<0.05) in
the content of loosely bound hemicelluloses between
the GS from floral buds, and GS2 had the highest
content (15 %) of this type of polysaccharides and
GS1 the lowest (3.13 %). However, in tightly bound
hemicelluloses there were no statistical differences
between the growth stages with an average value of
12.4 % (Table 2). These results were similar to those
found in xoconostle (Alvarez and Pefa-Valdivia,
2009) and lower than those recorded in Opuntia
nopalitos of different varieties (Lépez-Palacios ez 4l.,
2012).

Changes in the cell wall structure relate to those
that occur in compounds such as pectin and loosely
bound hemicelluloses (De Vries et al., 1986), which
may explain the divergences observed during the
development of the floral buds of N. cochenillifera
(Table 2). The cells of young tissues accumulate
peptic substance and loosely bound hemicellulose
(De Vries et al., 1986) as carbon storage substance
in a stage of its development, which is reused by cells
for the biosynthesis of non-structural compounds
(Hoch, 2007) or as a product of cell elongation and
expansion (Garcfa and Pena, 1995). However, for
species of the Cactaceae family there are no records
of these changes, but they do appear in species of the
families Fagaceae (Fagus silvatica 1.), Pinaceae (Pinus
banksiana Lamb. and Picea glauca [Moench] Voss)
and Fabaceae (Vigna radiata). [L.] R. Wilczek), in
which the content of hemicelluloses is lower in cells
of physiological maturity of young tissues (Renault
and Zwiazek, 1997, Botten et al, 2004; Hoch,
2007). 'This allows to infer that Nopalea floral buds
probably accumulate loosely bound hemicelluloses
as reserves in the early stages of development (from
GS1 to GS2), followed by a decrease (from GS2 to
GS4) due to their degradation for the synthesis of
other compounds of physiological importance for the
anthesisand the formation of the fruit. Hemicelluloses
tightly bound to cellulose have a structural function
in cells maintaining the rigidity and structure of the
cell wall during the development of tissues (Botten
et al., 2004), which would explain the absence of
statistical differences of this polysaccharide among
GS (Table 2).

Like the strongly bound pectins and
hemicelluloses, cellulose remained constant during
the development of floral buds (p>0.05) with an
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importancia fisiolégica para la antesis y la formacién
del fruto. Las hemicelulosas fuertemente unidas a la
celulosa tienen una funcién estructural en las célu-
las manteniendo la rigidez y la estructura de la pared
celular durante el desarrollo de los tejidos (Botten
et al., 2004), lo cual explicaria la ausencia de dife-
rencias estadisticas de este polisacdrido entre los ED
(Cuadro 2).

Al igual que las pectinas y las hemicelulosas fuer-
temente unidas, la celulosa se mantuvo constante du-
rante el desarrollo de los brotes florales (p>0.05) con
valor promedio de 12.7 % (Cuadro 2). La celulosa
fue el polisacdrido estructural mds abundante de los
brotes florales en desarrollo ya que constituyé hasta
40 % de los polisacdridos estudiados. Es probable que
durante el desarrollo de los brotes florales no se mo-
dificaron los grados de polimerizacién de las celulosas
(Garcia y Pena, 1995), lo cual explicaria la ausencia
de diferencias significativas. La celulosa también se
ha relacionado con ciertas sustancias pépticas de la
pared celular y no se modifica durante el desarrollo
de los tejidos jévenes, mientras que las sustancias
pépticas aumentan su concentracién y su estructura
durante el desarrollo (Phyo ez al., 2017). Esto tiene
concordancia parcial con nuestros resultados, ya que
las pectinas también fueron constantes durante el de-
sarrollo de los brotes florales (Cuadro 2). Pero ser
necesario realizar estudios detallados para dilucidar la
funcién de compuestos como los mucilagos en el de-
sarrollo de los tejidos en V. cochenilliferay su relacién
con las celulosas.

La lignina no es un polisacdrido, pero es un com-
ponente presente en la fibra dietética (Zhao ez al.,
2007). En nuestro estudio se confirmé la ausencia de
este compuesto en los cuatro estadios de desarrollo
de los brotes florales de Nopalea, similar a lo obser-
vado en nopalitos de Opuntia (Lépez-Palacios et al.,
2012). Las auxinas pueden inhibir la biosintesis de
esta macromolécula fendlica en la morfogénesis de
érganos florales (Rogers y Campbell, 2004), lo que
explicaria su ausencia en los brotes florales, pero se-
rdn necesarios mds estudios para probar que las auxi-
nas inhiben la presencia de lignina en brotes florales

de Nopalea.
Fibra dietética

El contenido de fibra dietética total mostré un
gradiente ED1<ED3<ED4<ED2 (p=<0.05). Asi,

average value of 12.7 % (Table 2). Cellulose was
the most abundant structural polysaccharide of
floral buds in development, making up 40 % of
the polysaccharides studied. It is likely that during
the development of floral buds the polymerization
degrees of celluloses did not change (Garcia and
Pena, 1995), which would explain the absence of
significant differences. Cellulose has also been related
to certain peptic substances of the cell wall and is not
modified during the development of young tissues,
while peptic substances increase their concentration
and structure during development (Phyo er al,
2017). This partially agrees with our results, since
pectins were also constant during the development
of floral buds (Table 2). Further studies are necessary
to elucidate the role of compounds such as mucilages
in the development of tissues in V. cochenillifera and
its relationship with celluloses.

Although lignin is not a polysaccharide, it is
actually a component present in dietary fiber (Zhao
et al., 2007). In our study, the absence of this
compound was confirmed in the four growth stages
of the Nopalea floral buds, similar to that observed
in Opuntia nopalitos (Lopez-Palacios ez al., 2012).
Auxins can inhibit the biosynthesis of this phenolic
macromolecule in the morphogenesis of floral organs
(Rogers and Campbell, 2004), which would explain
its absence in floral buds, but further studies will be
needed to prove that auxins inhibit the presence of
lignin in Nopalea floral buds.

Dietary fiber

The total dietary fiber content showed a gradient
GS1<GS3<GS4<GS2 (p=0.05). Thus, GS2 had
the highest concentration of fiber with 46.3 %, while
GS1 represented a sixth part (31.8 %) (Table 3). The
values observed were similar to those registered for
xoconostle (20-34 %) (Alvarez and Pefia-Valdivia,
2009).

The soluble fiber showed variations among the
GS (p=0.05). The GS2 presented the highest soluble
fiber content (30 %) in contrast with GS1 (17 %),
and the insoluble fiber content was on average 16 %
among the four GS, without significant differences
(p>0.05) (Table 3).

In different plant structures there is an inversely
proportional gradient between the soluble and
insoluble compounds of the cell wall (Wakabayashi ez
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el ED2 tuvo la concentracién mayor de fibra con
46.3 %, mientras que el ED1 represent6 una sexta
parte (31.8 %) (Cuadro 3). Los valores observados
fueron similares a los registrados para xoconostle (20
—34 %) (Alvarez y Pena-Valdivia, 2009).

La fibra soluble presentd variaciones entre los di-
ferentes ED (p=<0.05). El ED2 tuvo el contenido de
fibra soluble mayor (30 %) en contraste con el ED1
(17 %), y el contenido de fibra insoluble fue en pro-
medio de 16 % entre los cuatro ED, sin diferencias
significativas (p>0.05) (Cuadro 3).

En diversas estructuras vegetales hay un gradiente
inversamente proporcional entre los compuestos so-
lubles e insolubles de la pared celular (Wakabayashi
et al., 2000), en nuestro estudio la fibra insoluble se
mantuvo estable durante el desarrollo del brote floral.
Al respecto, en flores de Solanum lycopersicum L. los
componentes hemicelulésicos y celulésicos se man-
tienen estables en los periodos pre-antesis (Terao ez
al., 2013). Esto concuerda con nuestros resultados,
ya que no hubo diferencias significativas (p>0.05)
en hemicelulosas fuertemente unidas ni en las celu-
losas durante el desarrollo de los brotes florales de
N. cochenillifera (Cuadro 2), aunque es posible que
los cambios mds evidentes en fibra insoluble ocurran
post-antesis durante la formacién del fruto.

Los cambios observados en el contenido de fibra
soluble pueden ser efecto del proceso de desarrollo y
formacién de los brotes florales en preparacion para
la antesis y al incremento de tamafo de las estruc-
turas florales. El decremento observado en el conte-
nido de fibra de los brotes florales a partir del ED2
(Cuadro 3) se puede relacionar con el aumento de

al., 2000); in our study, the insoluble fiber remained
stable during the development of the floral bud.
In this respect, in flowers of Solanum lycopersicum
L. the hemicellulosic and cellulose components
remain stable in the pre-anthesis periods (Terao ez
al., 2013). This agrees with our results, since there
were no significant differences (p>0.05) in strongly
bound hemicelluloses nor in celluloses during the
development of N. cochenillifera floral buds (Table
2), although it is possible that the most evident
changes in insoluble fiber occur post-anthesis during
the formation of the fruit.

The changes observed in the soluble fiber content
can be an effect of the process of development and
formation of floral buds in preparation for the
anthesis and increase in size of floral structures. The
decrease observed in the fiber content of floral buds
from GS2 (Table 3) can be related to the increase in
the parenchyma/collenchyme ratio and the decrease
in mucilage content during development (Rodriguez-
Félix and Cantwell, 1988). In fact, mucilage content
was also reduced from GS2 (Table 2), which agrees
with the report released by the authors cited. In
nopalitos of Opuntia spp. and N. cochenillifera grown
in hydroponics similar trends were observed in the
content of neutral detergent fiber (Ramirez-Tobias ez
al., 2006) and mucilage (Lépez-Palacios ez al., 2010).
This leads us to conclude that during the development
of floral buds of N. cochenillifera the composition of
the cell wall is modified by the same physiological
and biochemical pathways, independent of the
type of organ, and its composition depends on its
maturity.

Cuadro 3. Contenido de fibra dietética en brotes florales (tunitas) de Nopalea
cochenillifera de cuatro estadios de desarrollo.
Table 3. Dietary fiber content in floral buds (tunitas) of Nopalea cochenillifera in four

growth stages.

Estadio de desarrollo

Fibra dietética (g 100 g~' MS)

(ED) Soluble Insoluble Total

EDI1 16.77%£1.93 b 15.00%£0.75 a 31.77+1.68b
ED2 30.30x1.46 a 16.03%+2.49 a 46.33%x3.53a
ED3 21.47%x2.15b 14.07%+0.20 a 35.50%+2.13b
ED4 19.57%£0.91 b 18.33%£2.07 a 37.90%+1.24 ab
DMS? 7.61 7.54 10.46

Medias con letras distintas en una columna indican diferencias significativas (Tukey;
p=<0.05) * error estdndar. 'DMS: Diferencia minima significativa. < Means with
different letters in a column indicate significant differences (Tukey; p=<0.05) =*
standard error. 'LSD: Least significant difference.
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la proporcién parénquima/colénquima y la disminu-
cién del contenido de mucilago durante el desarro-
llo (Rodriguez-Félix y Cantwell, 1988). En efecto, el
contenido de mucilago también se redujo a partir del
ED2 (Cuadro 2) lo cual concuerda con lo reportado
por los autores citados. En nopalitos de Opuntia spp.
y N. cochenillifera producidos en hidroponia se ob-
servaron tendencias similares en el contenido de fibra
detergente neutro (Ramirez-Tobias ez al., 2006) y de
mucilago (Lépez-Palacios et al., 2010). Esto permite
inferir que durante el desarrollo de los brotes florales
de N. cochenillifera 1a composicién de la pared ce-
lular se modifica por las mismas rutas fisiolégicas y
bioquimicas, independiente del tipo de 6rgano, y su
composicién estd en funcién de su madurez.

CONCLUSIONES

El contenido de mucilagos, hemicelulosas débil-
mente unidas y fibra dietética total y soluble aumenta
en los brotes florales (tunitas) de Nopalea cochenilli-
fera en el estadio de desarrollo 2 seguido de su decre-
mento en los estadios de desarrollo 3 y 4. Esto sugiere
que la planta emplea estos compuestos como reserva
para la sintesis de otros compuestos relacionados con
el desarrollo de los brotes florales y la antesis.

La fibra dietética insoluble, sus componentes (he-
micelulosas fuertemente unidas y celulosas) y la pec-
tina fueron compuestos estables durante el desarrollo
de los brotes florales (tunitas) de Nopalea cochenillifera.
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