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ABSTRACT

Plants of the Cactaceae family are characterized by producing
metabolites of interest for the pharmaceutical, food and cosmetic
industries. Among these are betalains, which are a class of
pigments. However, many of cacti species are small in size, slow
growing and threatened or endangered. An alternative for the
production of metabolites are biotechnological systems, being
transformed roots one of the most interesting. The objective of
this study was to determine the most favorable conditions to
increment betalains content on 77 vitro hairy root (HR) cultures
of Escobaria chaffeyi, Turbinicarpus laui, T. lophophoroides and T
pseudopectinatus, obtained with the A4 strain of Agrobacterium
rhizogenes, as well as the influence of seven basal media on
growth and betalain production. Biomass accumulation, betalain
production and root morphology were strongly affected by the
basal culture media. The total nitrogen content of the medium
influenced significantly biomass accumulation, but not betalain
production. The low-phosphate media increased the production
of betalains. In general, Driver and Kuniyuki basal media favored
the highest biomass yield and production of betalains. These
results will optimize the production of betalains in the hairy
roots of cacti in order to design an efficient system for producing

these pigments.
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RESUMEN

Las plantas de la familia Cactaceae se caracterizan por la pro-
duccién de metabolitos de interés para las industrias farmacéuti-
ca, alimenticia y de cosméticos. Entre ellos se encuentran las be-
talainas, una clase de pigmentos. Sin embargo, muchas especies
cactdceas son de tamafio pequefo, de lento crecimiento y ame-
nazadas o en peligro. Una alternativa para la produccién de me-
tabolitos son los sistemas tecnoldgicos, las raices transformadas
son uno de los mds interesantes. El objetivo del presente estudio
fue determinar las condiciones mds favorables para incrementar
el contenido de betalainas en cultivos in vitro de raiz para los
cultivos in vitro de raiz pilosa (RP) de Escobaria chaffeyi, Turbini-
carpus laui, T. lophophoroidesy T. pseudopectinatus, obtenidos con
la cepa A4 de Agrobacterium rhizogenes, asi como la influencia
de siete medios basales sobre el crecimiento y la produccién de
betalainas. El medio de cultivo basal tuvo un gran efecto en la
acumulacién de biomasa, la produccién de betalaina y la morfo-
logia de la raiz. El contenido total de nitrégeno del medio influyé
de modo significativo sobre la acumulacién de biomasa, pero no
en la produccién de betalaina. El medio bajo en fosfato aumenté
la produccién de betalainas. El medio basal Driver y Kuniyuki
favorecié la produccién mds alta de biomasa y la produccién de
betalainas. Estos resultados optimizardn la produccién de beta-
lainas en las raices pilosas de cacticeas para disefiar un sistema

eficiente para la produccién de estos pigmentos.

Palabras clave: betalainas, Escobaria chaffeyi, raices pilosas, Tur-
binicarpus laui, Turbinicarpus lophophoroides, Turbinicarpus pseu-

dopectinatus
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INTRODUCTION

actaceae includes 124 genera and 1427
‘ species found mainly in arid and semiarid

regions of America; 586 species can be
found in Mexico, more than 70% of which are
endemic to the country (Ortega-Baes ez al., 2010).
Cacti are used since prehispanic times in rituals,
traditional medicine and as food and fodder, among
many other uses (Jiménez-Sierra and Eguiarte,
2010; Shetty er al, 2012). Cacti are also a good
source of useful byproducts and chemicals such as
mucilage, fibers, pigments and antioxidants. The
chemicals in cacti belong to different groups: 1)
complex carbohydrates, 2) carotenoids, 3) betalains,
4) flavonoids and other phenolic compounds, 5)
alkaloids, and others (Anderson, 2001; Nazareno and
Padrén-Pereira, 2011). Many of these compounds
have pharmacological properties, including diuretic,
laxative, cardiotonic, analgesic, astringent, and
antiparasitic effects (Santos-Diaz ez al, 2010).
However, although cacti can beasource of metabolites,
their commercial exploitation is hindered by factors
such as limited capacity for demographic recovery,
vulnerability to overexploitation, the destruction
of their natural habitats, and their high demand by
collectors. Therefore, they are classified as one of
the most endangered groups in the plant kingdom
(Herndndez and Godinez, 1994). Cacti species
are subject to “special protection” under Mexican
law according to NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT, 2010); furthermore, many of them
are listed in the appendices to the Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora (CITES), (CITES, 2015) and in the
International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources IUCN) Red List of Threatened
Species (IUCN, 2014).

Plant biotechnology offers a sustainable way to
produce secondary metabolites without affecting
natural populations (Guillon ez al, 2006). In
particular, hairy root (HR) culture is an efficient
method to obtain active bio-compounds. Hairy root
cultures are characterized by plagiotropic growth,
abundant lateral branching and enhanced growth
rates, similar to callus tissue but with functional
and highly differentiated organs (Veena and Taylor,
2007). Hairy roots have the ability to grow in the
absence of exogenous plant growth regulators; exhibit
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INTRODUCCION

( :actaceae incluye 124 géneros y 1427 espe-
cies halladas principalmente en zonas 4ridas

y semidridas de América; en México se en-
cuentran 586 especies, mds de 70% de las cuales son
endémicas al pais (Ortega-Baes ez a/., 2010). Las cac-
ticeas se han usado desde tiempos prehispdnicos en
rituales, para la medicina tradicional y como alimen-
to y forraje, entre muchos otros usos (Jiménez-Sierra
and Eguiarte, 2010; Shetty ez 4/, 2012). También
son una buena fuente de subproductos y quimicos
de utilidad, como mucilago, fibras, pigmentos y
antioxidantes. Los quimicos de las cacticeas perte-
necen a diferentes grupos: 1) hidratos de carbono
complejos, 2) carotenoides, 3) betalainas, 4) flavo-
noides y otros compuestos fenélicos, 5) alcaloides, y
otros (Anderson, 2001; Nazareno y Padrén-Pereira,
2011). Muchos de estos compuestos tienen propie-
dades farmacoldgicas, que incluyen efectos diuréti-
cos, laxantes, cardioténicos, analgésicos, astringentes
y antiparasiticos (Santos-Diaz et al., 2010). Sin em-
bargo, aunque las cactdceas pueden ser una fuente
de metabolitos, factores tales como una capacidad li-
mitada de recuperacién demogrifica, vulnerabilidad
a la sobreexplotacidn, la destruccién de sus habitats
naturales, y su alta demanda por parte de recolec-
tores obstaculizan su explotacién comercial. Por lo
tanto, se clasifican como uno de los grupos en mayor
peligro de extincién del reino vegetal (Herndndez y
Godinez, 1994). Las especies de cactdceas estdn suje-
tas a una “proteccién especial” bajo la ley mexicana,
segin  NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMAR-
NAT, 2010); ademds, muchas de ellas figuran en el
apéndice de la Convencién sobre el Comercio Inter-
nacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES), (CITES, 2015) y en la Lista Roja
de Especies Amenazadas (IUCN, 2014) de la Unién
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza
(IUCN).

La biotecnologia vegetal ofrece una forma susten-
table para producir metabolitos secundarios sin afec-
tar a las poblaciones naturales (Guillon ez 4/., 2000).
En particular, el cultivo de raices pilosas (RP) es un
método efectivo para obtener biocompuestos activos.
Los cultivos de raices pilosas se caracterizan por el
crecimiento plagiotrdpico, ramificaciones laterales
abundantes y tasas de crecimiento mds eficientes, simi-
lares al tejido calloso, aunque con drganos funcionales
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the same or greater biosynthetic capacity of normal
roots and, moreover, they maintain genetic stability
and can produce metabolites that are found only in
aerial parts (Sharma ez 4/, 2013).

Betalain pigments have attracted attention in the
last few years because of their antioxidant, anticancer,
and anti-inflammatory properties; furthermore, they
are more chemically stable than anthocyanins for a
wide range of pH values (Pavokovi and Krsnik-Rasol,
2011; Zamudio-Flores et al., 2015). Betalains are
water-soluble nitrogenous pigments which are found
only in members of the order Caryophyllales and in
some genera of Basidiomycetes fungi (Herbach ez 4/,
2006). The basic structure of betalains, which are
divided into betacyanins (red-violet) and betaxanthins
(vellow) (Strack ez al., 2003), consists of a substituted
dihydropyridine (main chromophore) with a system
of conjugated double bonds (Pavokovi and Krsnik-
Rasol, 2011). Betacyanins are condensation products
of betalamic acid with cyclo-DOPA [cyclo-3-(3,
4-dihydroxyphenylalanine], while betaxanthins are
condensation products of betalamic acid with amino
acids or amines (Herbach ez 4/, 2006; Pavokovi and
Krsnik-Rasol, 2011). Because of their properties,
the interest in betalains as food colorants, drugs
and cosmetics increased. Crop plants as red beet,
are a main source of betalains, and Georgiev et al.
(2008) studied how to use biotechnology to obtain
these pigments from alternative sources and in vitro
systems. Pavokovi and Krsnik-Rasol (2011) proposed
the use of cell suspensions, callus and HR cultures of
plants of the families Amaranthaceae and Cactaceae
grown in bioreactors. Although there is great interest
in exploiting them, information is scarce about the
metabolites found in organs, tissues or cell cultures
of cacti species.

The knowledge that many species of cacti have
the potential to produce important metabolites such
as alkaloids, betalains and others (Santos-Diaz et
al., 2010; Palomeque-Carlin ez al., 2015), and that
many of them are threatened species, has given rise
to efforts to preserve them (Santos-Diaz et al., 2010;
Pérez-Molphe-Balch ez al., 2015). Thus, Palomeque-
Carlin ez al. (2015) obtained HR cultures of species of
Mammillaria, Turbinicarpus and many other genera
to study their potential to produce metabolites in a
sustainable way. Therefore, the aim of this study was
to assess the effect of culture media on the production
of betalain pigments in HR cultures of Escobaria

y altamente diferenciados (Veena y Taylor, 2007). Las
raices pilosas tienen la habilidad de crecer en ausen-
cia de reguladores de crecimiento vegetal exdgenos;
presentan igual o mayor capacidad biosintética que
las raices normales y, ademds, mantienen la estabili-
dad genética y pueden producir metabolitos que se
encuentran Unicamente en las partes aéreas (Sharma
et al., 2013).

Los pigmentos de betalaina han captado la aten-
cién en los dltimos afos debido a sus propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias;
ademds, son mds estables quimicamente que las anto-
cianinas a lo largo de una amplia variedad de valores
de pH (Pavokovi y Krsnik-Rasol, 2011; Zamudio-
Flores ez al., 2015). Las betalainas son pigmentos ni-
trogenados solubles en agua que solo se encuentran
en miembros del orden Caryophyllales y en algunos
géneros de hongos Basidiomicetos (Herbach ez 4/,
2006). La estructura bdsica de las betalainas, que se
dividen en betacianinas (violeta rojizo) y betaxanti-
nas (amarillo) (Strack ez 4/, 2003), consiste en una
dihidropiridina sustituta (croméforo principal) con
un sistema de enlaces dobles conjugados (Pavokovi
y Krsnik-Rasol, 2011). Las betacianinas son pro-
ductos de la condensacién del dcido betaldmico con
ciclo-DOPA  [ciclo-3-(3, 4-dihidroxyfenilalanina],
mientras que las betaxantinas son productos de la
condensacién de productos de dcido betaldmico con
aminodcidos o aminas (Herbach et a4/, 2006; Pa-
vokovi y Krsnik-Rasol, 2011). Debido a sus propie-
dades es que ha aumentado el interés en las betalainas
como colorantes para alimentos, firmacos y cosmé-
ticos. Algunos cultivos como el betabel son la fuen-
te principal de betalainas, y Georgiev ez al. (2008)
estudiaron cémo usar la biotecnologia para obtener
estos pigmentos de fuentes alternativas o sistemas iz
vitro. Pavokovi y Krsnik-Rasol (2011) propusieron el
uso de suspensiones celulares, y cultivos de tejidos en
biorreactores de callos y RP de plantas de las familias
Amaranthaceae y Cactaceae. Aunque hay gran interés
en explotarlos, hay informacién escasa acerca de los
metabolitos hallados en 6rganos, tejidos o cultivos
celulares de especies de cactdceas.

El conocimiento de que muchas especies de cac-
tdceas tienen el potencial para producir metabolitos
importantes como alcaloides, betalainas y otros (San-
tos-Diaz et al., 2010; Palomeque-Carlin ez al., 2015),
y el hecho de que muchas son especies amenazadas,
ha incrementado los esfuerzos para conservarlas
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chaffeyi Britton & Rose, Turbinicarpus laui Glass & R.
Foster, T. lophophoroides (Werdermann) Buxbaum &
Backeberg, and 7. pseudopectinatus (Backeberg) Glass
& R. Foster, by measuring biomass accumulation
and betalain content. These are endangered and small
species, which would make it impossible to use wild
plants for commercial production of metabolites.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Hairy root (HR) cultures of E. chaffeyi, T laui, T
lophophoroides and T. pseudopectinatus were used. These roots were
obtained in a previous work using the A4 strain of Agrobacterium
rhizogenes, which contains the agropine-type plasmid pRiA4
and the binary vector pESC4 (Palomeque-Carlin ez al., 2015).
They were cultured in Murashige and Skoog (MS) basal medium
(Murashige and Skoog, 1962) with 30 g L™! sucrose and 8 g
L~" agar (PhytoTechnology Laboratories, Shawnee, KS, USA)
as a gelling agent. The cultures were incubated at 25 °C with a
photoperiod of 16 h of light (daylight fluorescent lamps, 54 mol
m~ ") and 8 h of darkness and subcultured every 60 d.

Growth and betalains production in hairy roots of cacti

in different culture media

Seven basal culture media were used to cultivate cacti HR: 1)
DKW (Driver and Kuniyuki, 1984); 2) Gamborg B5 (Gamborg
et al., 1968); 3) Heller (Heller, 1953); 4) MS (Murashige and
Skoog, 1962); 5) N6 (Chu et al, 1975); 6) Westvaco WV3
(Coke, 1996); and 7) White medium (White, 1963). All culture
media were supplemented with 30 g L™" sucrose, 8 g L™" agar as
gelling agent and the vitamins solution from the MS medium;
afterwards, the pH was adjusted to 5.7 before autoclaving. Petri
dishes containing 25 mL of medium were inoculated with 1.5
g of HR and incubated at 25 °C, with a photoperiod of 16
h of light (daylight fluorescent lamps, 54 mol m= s7') and
8 h of darkness. Hairy root growth and betalain content were
determined at 45 d in cacti species (Table 1). Hairy root growth
(g) was expressed as Fresh Weight Gain (FWG = final fresh
weight — inoculum fresh weight); in all cases, the fresh weight
(FW) was determined after blotting the HR on gauze to remove
excess moisture. To obtain the dry weight (DW), roots were
placed in an incubator at 60 °C for 48 h.

A completely randomized experimental design was used
and each petri dish was an experimental unit. Three petri dishes
of each culture medium were used for each species. The entire

experiment was carried out twice. The data were analyzed
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(Santos-Diaz ez al., 2010; Pérez-Molphe-Balch ez al.,
2015). Por ello, Palomeque-Carlin ez al. (2015) ob-
tuvieron cultivos de RP de especies de Mammillaria,
Turbinicarpus y muchos otros géneros para estudiar
su potencial para producir metabolitos de forma sos-
tenible. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue medir
el efecto de los medios de cultivo sobre la produccién
de pigmentos (contenido de betalainas) y la acumu-
lacién de biomasa en cultivos de RP de Escobaria cha-
[feyi Britton & Rose, Turbinicarpus laui Glass & R.
Foster, T. lophophoroides (Werdermann) Buxbaum &
Backeberg, and 7. pseudopectinatus (Backeberg) Glass
& R. Foster. Todas ellas son especies pequenas y en
peligro de extincién, lo cual hace imposible el uso
de plantas silvestres para la produccién comercial de
metabolitos.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para la investigacién se usaron cultivos de raiz pilosa (RP) de
E. chafféyi, T laui, T. lophophoroides y T pseudopectinatus. Estas
raices se obtuvieron en un trabajo previo con el uso de la cepa
A4 de Agrobacterium rhizogenes, la cual alojé el plésmido tipo
agropina pRiA4 y el vector binario pESC4 (Palomeque-Carlin
et al., 2015). Las raices se cultivaron en un medio base Muras-
hige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962) con 30 g L™' de
sucrosa'y 8 g L™" agar (PhytoTechnology Laboratories, Shawnee,
KS, USA) como agente gelificante. Los cultivos se incubaron a
25 °C con un fotoperiodo de 16 h de luz (Iimparas fluorescentes
de luz de dia, 54 umol m™* s™') y 8 h de oscuridad y recultivo
cada 60 d.

Crecimiento y produccién de betalainas en raices pilosa de

cacticeas en diferentes medios de cultivo

Siete medios de cultivos basales se usaron para cultivar RP de
cactdceas: 1) DKW (Driver y Kuniyuki, 1984); 2) Gamborg B5
(Gamborg ez al., 1968); 3) Heller (Heller, 1953); 4) MS (Mu-
rashige y Skoog, 1962); 5) N6 (Chu ez al., 1975); 6) Westvaco
WV3 (Coke, 1996); and 7) el medio de White (White, 1963).
Todos los medios de cultivo se complementaron con 30 g L™!
sucrosa, 8 g L™ agar como agente gelificante y la solucién de vi-
taminas de medio MS; luego se ajusté el pH a 5.7 antes de esteri-
lizar en autoclave. Cajas Petri con 25 mL de medio se inocularon
con 1.5g de RP y se incubaron a 25 °C con un fotoperiodo de 16 h
2 S*l) y
8 h de oscuridad. El crecimiento de la raiz pilosa y el contenido

de luz (limparas fluorescentes de luz de dia, 54 pmol m~
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Table 1. Growth variables and betalain production for hairy roots cultures of cacti species.
Cuadro 1. Variables de crecimiento y produccién de betalaina para cultivos de raices pilosas de especies de cactceas.

DW ¥ Td BC ¢ BX ¢
: t max 1 max. max.
Species FW.. (6 @ FVn/TFW @) (d)  (mgBE)/(100 g fw) (mglE)/(100 g fiw)
E. chaffeyi 10.12 0.60 5.2 0.047 14.6 0.60 1.17
T laui 8.14 0.53 4.0 0.045 15.5 1.03 2.17
1 lophophoroides 5.48 0.54 2.7 0.030 22.7 0.38 1.00
1. pseudopectinatus 5.09 0.24 2.5 0.053 13.0 0.73 1.13

"Determined at the time of maximum growth (20-45 d, depending on the species) % Determinado al momento del crecimiento maximo

(20 — 45 d, segun la especie).

‘Determined at the time of maximum production (35-50 d) % Determinado al momento de la produccién médxima (35-50 d).

FW: Fresh weight. DW: Dry weight. IFW: Inoculated fresh weight. u: Specific growth rate = (/22 — InP1)/(£2 - 1), as in Hoffman and
Poorter (2002). Td: Doubling time = In 2/u, as in Jeong et al., (2009). BC: betacyanins. BX: Betaxanthins. BE: Betanin equivalents. IE:
Indicaxanthin equivalents ¢ FW: Peso fresco. DW: Peso seco. IFW: Peso fresco inoculado. u: Tasa de peso especifico = (722 — lnP1)/(z2 - 11),
al igual que en Hoffman y Poorter (2002). Td: Tiempo duplicado = In 2/u, al igual que en Jeong et al., (2009). BC: betacianinas. BX:
Betaxantinas. BE: Equivalentes de Betanina. IE: Equivalentes de Indicaxantin.

by ANOVA and the means were compared using Tukey’s test
(p=0.05).

Extraction of betalains

The method proposed by Garcia-Cruz et al. (2013) was
used, with slight modifications, to cacti HR; red cactus pear
fruits (Opuntia ficus-indica var. Roja Pelona) and beetroot (Beta
vulgaris) obtained from a local market were used as reference.
One point five grams of fresh material were mixed with an 80%
(viv) aqueous methanol solution, mixture was sonicated in an
ultrasonic water bath (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT,
USA) for 10 min, and shaken for 20 min in a Vortex-Genie 2
mixer (Daigger & Company, Inc., Vernon Hills, IL, USA). The
mixture was centrifuged 10 min at 2200 x g (Velab Microscopes
Inc., Glen Ellyn, IL, USA), and decanted. The first supernatant
was collected, and another 10 mL of an 80% (v/v) aqueous
methanol solution were added to the residue; the extraction steps
were repeated once again to obtain a second supernatant. The
supernatants were pooled and filtered with Ahlstrom paper no.
631 and this mix contained the betalain fraction. This procedure
was performed in triplicate. The extraction steps were carried out
at room temperature and dark conditions to avoid damaging the
betalain pigments. The methanolic extracts obtained were stored

at -20 °C in dark conditions until use.
Content of betalains

Methanolic extracts were used to determine the concentration

of betacyanins and betaxanthins according to the method of

de betalaina en las especies de cactdceas se determinaron a los 45 d
(Cuadro 1). El crecimiento de la raiz pilosa (g) se expresé como
Incremento de Peso Fresco (IPF = peso fresco final — peso fresco
del indéculo); en todos los casos se determing el peso fresco (FW)
después de remover el exceso de humedad de las RP con una gasa
seca. Para obtener el peso seco (DW), las raices se colocaron en
una incubadora a 60 °C durante 48 h.

El disefio experimental fue completamente al azar y cada caja
Detri representd una unidad experimental. Tres cajas Petri de cada
medio de cultivo se usaron para cada especie. Todo el experimen-
to se realizé dos veces. Los datos se analizaron con ANDEVA y

los promedios se compararon con la prueba de Tukey (p<0.05).
Extraccién de betalainas

El método utilizado fue el propuesto por Garcia-Cruz ez al.
(2013), con ligeras modificaciones, para las RP de las cactdceas;
como referencia, se usaron tunas rojas (Opuntia ficus-indica var.
Roja Pelona) y betabel (Beta vulgaris) adquiridos en un mercado
local. Del material fresco se mezclaron 1.5 g con una solucién
de metanol acuoso al 80% (v:v); la mezcla se sometié a un bafio
de agua ultrasénico (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT,
USA) por 10 min, y se agité por 20 min en una mezcladora
Vortex-Genie 2 (Daigger & Company, Inc., Vernon Hills, IL,
USA). La mezcla se centrifugd por 10 min a 2200 x g (Velab
Microscopes Inc., Glen Ellyn, IL, USA) y se decanté. El primer
sobrenadante se extrajo y se agregaron otros 10 mL de solucién
de metanol acuoso al 80% (v/v) al residuo; los pasos para la ex-
traccién se repitieron hasta obtener un segundo supernadante.

Los sobrenadantes se acumularon y filtraron con papel Ahlstrom
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Castellanos-Santiago and Yahia (2008) with slight modifications,
using a Jenway Genova spectrophotometer (Bibby Scientific
Ltd., Stone, Staffs, UK). The betalain concentration was
calculated using the formula: B = (4 x DF x MW x V x 100)/(e
x Wx L), where B is the content of betacyanins or betaxanthins
in fresh weight (mg per 100 g FW), A is absorbance (538 nm for
betacyanins and 483 for betaxanthins), DF is the dilution factor,
MW is molecular weight (550 g per mol for betanin and 308 g
per mol for indicaxanthin), V'is solution volume (mL), € is the
molar extinction coeflicient (60 000 L per mol-cm for betanin
and 48 000 L per mol-cm for indicaxanthin), Wis fresh material

weight (g), and L is the length of the cell (1 cm).

Qualitative analysis of betalains by Thin Layer
Chromatography (TLC)

Silica gel-coated TLC plates (250 pm thick) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) were used. Methanolic extract of betalains
was spotted on a silica gel-coated plate and developed (8 cm)
at room temperature and dark conditions using a solvent
mixture containing isopropanol, ethanol, water and acetic acid
(24.75:35:40:0.25) as the mobile phase. The plate was dried, and
the bands obtained were observed under visible and ultraviolet
light (UV light) to confirm the presence of different betalain
pigments. Cactus pear and beetroot extracts were spotted under

the same conditions for comparison.
RESULTS AND DISCUSSION

Growth and betalains production in hairy roots
of cacti in different culture media

Cacti HR from four species showed active
growth and a characteristic branching pattern
in all the culture media (Figures 1 and 2). The
maximum fresh weight gain (FWG) for E. chaffeyi
HR (Figure 1A) was obtained on N6 and MS media,
an approximately 7-fold increase compared to the
inoculated weight; the lowest FWG was obtained in
White medium (3.344 g). In the case of HR of 7. laui
(Figure 1B), the best FWG was obtained on DKW
medium (3.940 g), a near 3-fold increase compared
to the inoculated weight; however, results were not
statistically different from those obtained on B5 and
Heller media. For HR of 7. lophophoroides (Figure
2A), the maximum FWG was obtained on MS
medium (3.324 g), an approximately 2-fold increase
compared to the inoculated weight; however, this

result was only different from those obtained on
Heller and WV3 media.
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no. 631 y esta mezcla contenia la fraccién de betalaina. Este pro-
cedimiento se ejecutd por triplicado. Los pasos de extraccion se
realizaron a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad
para evitar dafar los pigmentos de betalaina. Los extractos me-
tandlicos obtenidos se almacenaron a -20 °C en condiciones de

oscuridad hasta su uso.
Contenido de betalainas

Extractos metandlicos se usaron para determinar la concen-
tracion de betacianinas y betaxantinas segin el método de Cas-
tellanos-Santiago y Yahia (2008), con ligeras modificaciones, con
el uso de un espectrofotémetro Jenway Genova (Bibby Scientific
Ltd., Stone, Staffs, UK). La concentracién de betalaina se calculé
con la férmula B = (A x DF x MW x Vx 100)/ (€ x Wx L), donde
B es el contenido de betacianinas o betaxantinas en peso fresco
(mg por 100 g FW), A es la absorbancia (538 nm para betacia-
ninas y 483 para betaxantinas), DF es el factor de dilucién, MW
es el peso molecular (550 g por mol para betanina y 308 g por
mol para indicaxantina), Ves el volumen de la solucién (mL), &
es el coeficiente de extincién molar (60 000 L por mol-cm para
betanina y 48 000 L por mol-cm para indicaxantina), W es el

peso fresco del material (g), y L es la longitud de la celda (1 cm).

Andlisis cuantitativo de betalainas por

Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Placas de CCF (grosor, 250 pm) cubiertas con gel de silicén
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) se utilizaron. Extracto me-
tandlico se hallé en una placa cubierta de gel de silicén y se dejé
extender (8 cm) a temperatura ambiente y condiciones oscuras
usando una mezcla de solvente con isopropanol, etanol, agua y
4cido acético (24.75:35:40:0.25) como la fase mévil. La placa se
secd y las bandas obtenidas se observaron bajo luz visible y luz
ultravioleta (UV) para confirmar la presencia de pigmentos de
betalaina diferentes. Extractos de tuna y betabel se procesaron

bajo las mismas condiciones con fines de comparacién.
RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento y produccién de betalainas en raices
pilosas de cactdceas en diferentes medios de cultivo

Las RP de cactdceas de cuatro especies presenta-
ron un crecimiento activo y un patrén caracteristico
de ramificacién en todos los medios de cultivo (Fi-
guras 1y 2). El incremento de peso (IPF) mdximo

en las RP de E. chaffeyi (Figura 1A) se obtuvo en los
medios N6 y MS, un incremento siete veces mayor
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Figure 1. Fresh weight gain (FWG) and betalains content (BT) for cacti hairy roots on different basal culture media. A) and C):
FWG and BT for Escobaria chaffeyi; B) and D): FWG and BT for Turbinicarpus laui; FW: fresh weight; pigment: Betanin

(betacyanins) or Indicaxanthin (betaxanthins). Bars are the means of three replicates + standard deviation. Similar bars with

different letters, differ significantly (Tukey p=<0.05).

Figure 1. Incremento de peso fresco (IPF) y contenido de betalainas (BT) para raices pilosas de cactdceas en diferentes medios de cultivo
basales. A) y C): IPF y BT para Escobaria chaffeyi; B) y D): IPF y BT para Turbinicarpus laui; FW: peso fresco; pigmento:
Betanina (betacianinas) o Indicaxantina (betaxantinas). Las barras son promedios de tres repeticiones + desviacién estdndar.
Barras similares con letras diferentes presentan diferencias significativas (Tukey p=<0.05).

The HR of T pseudopectinatus (Figure 2B)
showed highest FWG in MS and B5 media, near
8-fold increase compared to the inoculated weight,
while the lowest FWG was obtained on White
medium. These results were partially different to
those obtained by Palomeque-Carlin et al. (2015).
They found that DKW was the best culture medium
for E. chaffeyi HR with a 3-fold increase compared
to the starting weight; in contrast, in this work the
DKW medium yielded a 5-fold increase. For 7.
pseudopectinatus, they found a 2-fold increase in
FWG with B5 medium, and a 1-fold increase with

en comparacién con el peso inoculado; el IPF menor
se obtuvo en el medio White (3.344 g). En el caso de
las RP de 7. laui (Figura 1B), el mejor IPF se obtuvo
en el medio DKW (3.940 g), casi tres veces mayor en
comparacién con el peso inoculado; sin embargo, los
resultados no fueron estadisticamente diferentes a los
obtenidos en los medios B5 y Heller. En las RP de
1. lophophoroides (Figura 2A), el IPF méximo se ob-
tuvo en el medio MS (3.324 g), aproximadamente 2
veces mayor en comparacion con el peso inoculado;
sin embargo, este resultado solo fue diferente de los

obtenidos en los medios Heller y WV3.
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Figure 2. Fresh weight gain (FWG) and betalains content (BT) for cacti hairy roots on different basal culture media. A) and C):
FWG and BT for 77 lophophoroides; B) and D): FWG and BT for T. pseudopectinarus; FW: fresh weight; pigment: Betanin

(betacyanins) or Indicaxanthin (betaxanthins). Bars are the means of three replicates + standard deviation. Similar bars with

different letters, differ significantly (Tukey p=<0.05).

Figura 2. Incremento de peso fresco (IPF) y contenido de betalainas (BT) para raices pilosas de cacticeas en diferentes medios de cultivo
basales. A) y C): IPF y BT para 1. lophophoroides; B) y D): IPF y BT para 1 pseudopectinatus; FW: peso fresco; pigmento:
Betanina (betacianinas) o Indicaxantin (betaxantins). Las barras son promedios de tres repeticiones + desviacién estdndar.
Barras similares con letras diferentes presentan diferencias significativas (Tukey p=<0.05).

MS medium; in this study the FWG increased
8-fold on both MS and B5 media. Otherwise, their
results of FWG for 77 lophophoroides were similar to
those obtained in this study. It is important to note
that they used a harvest time of 30 d and 0.5 g of
inoculum, which explains some of the differences
between both studies, considering that the HR of
this species had not reached the maximum growth
at the harvest time used in our study and that the
MS medium has more total nitrogen (Total N) than
other media. According to Jacob and Malpathak
(2005), there are two important factors in the culture
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Las RP de 7. pseudopectinatus (Figura 2B) presen-
taron el mayor IPF en los medios MS y B5, un in-
cremento cerca de ocho veces mayor en comparacion
con el peso inoculado, mientras que el IPF mds bajo
se obtuvo con el medio White. Estos resultados fue-
ron parcialmente diferentes a los obtenidos por Palo-
meque-Carlin ez a/. (2015), quienes encontraron que
DKW era el mejor medio de cultivo para las RP de
E. chaffeyi con un incremento de 3 veces en compara-
cién con el peso inicial; en contraste, en el presente
trabajo, el medio DKW produjo un incremento de
5 veces. Para 1. pseudopectinatus, encontraron un
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medium that greatly influence the growth and
morphogenesis of HR: Total N and the ammonium/
nitrate ratio (NO,™:NH," ratio). Most plants grow
better in media containing both NO3‘ and NH s
and that root growth was often inhibited by NH *
and promoted by NO," ions (Table 2).

High levels of Total N and adequate NO,:NH
ratios promote the production of biomass, but this
varies among species. The growth of E. chaffeyi was
in accordance with this observation, as the higher
growth was obtained in N6 and MS media with the
highest levels of Total N, while B5, DKW, Heller and
MS preserved the HR morphological characteristics
without callus production (Figure 3A). For 70
laui, DKW, Heller and B5 media were the best for
growth, but the morphology was preserved with B5,
DKW and MS (Figure 3B). The growth results for
1. lophophoroides contradicted Jacob and Malpathak
(2005), because even though MS, N6, DKW and B5
were some the best media, there was higher biomass
accumulation in White medium,
characteristic morphology was preserved in B5 and
DKW media (Figure 3C). For 7. pseudopectinatus,
the MS, B5 and N6 media yielded the best results in
terms of biomass accumulation, but morphology was
preserved in Heller, MS and N6 media (Figure 3D).

The highest content of betacyanins in HR of
E. chaffeyi (Figure 1C) was obtained on White, B5
and MS media. For HR of 7' laui (Figure 1D),

whereas the

incremento de 2 veces en IPF con el medio B5, y de
una vez con el medio MS; en el presente estudio, el
IPF aumentd ocho veces con los medios MS y B5.
Por lo demds, sus resultados de IPF para 7. lophopho-
roides fueron similares a los obtenidos en el presente
estudio. Es importante sefialar que usaron un tiempo
de cosecha de 30 d y 0.5 g de in6culo, lo cual expli-
ca algunas de las diferencias entre ambos estudios, si
consideramos que las RP de esta especie no habia al-
canzado el crecimiento méximo al tiempo de cosecha
usado en el presente estudio, y que el medio MS tiene
mis nitrégeno total (N Total) que otros medios. Se-
gtn Jacob y Malpathak (2005), existen dos factores
importantes en el medio de cultivo que ejercen una
gran influencia sobre el crecimiento y la morfogéne-
sis de las RP: EI N Total y la proporcién de amonio/
nitrato (proporcion NO,: NH,"). La mayoria de las
plantas crecen mejor en medios que contienen NO -
y NH,*juntos, y ese crecimiento de la raiz se inhibifa
con frecuencia por iones de NH,* o se promovia por
iones de NO," (Cuadro 2).

Los niveles altos de N Total y proporciones ade-
cuadas de NO,:NH," promueven la produccién de
biomasa, pero esto varfa segtin la especie. El creci-
miento de E. chaffeyi estuvo acorde con esta obser-
vacién, ya que el crecimiento mayor se obtuvo en los
medios N6 y MS con los niveles mayores de N Total,
mientras que B5, DKW, Heller y MS conservaron las
caracteristicas morfol6gicas de las RP sin producir callos

Table 2. Inorganic nitrogen content (Total, NO,”, NH,) and NO,™:NH, ratios

for different basal media.

Cuadro 2. Contenido de nitrégeno inorgdnico (Total, NO,”, NH,) y
proporciones NO,~: NH,* para diferentes medios basales.

. Total nitrogen NO, NH,* Ratio
Basal medium (M) (mM) (mM)  NO,:NH,
Bs' 27.0 25.0 20 12.5
DKW? 47.1 294 17.7 1.6
Heller® 7.1 7.05 - -
MS? 60.0 39.4 20.6 1.9
NG® 35.0 28.0 7.0 40
White'* 33 33 - -
W3 9.0 9.0 - -

Adapted from Palomeque-Carlin et al. (2015). "Gamborg et al. (1968), *Driver
and Kuniyuki (1984), SHeller (1953), "Murashige and Skoog (1968), °Chu et
al. (1975), "White (1963), **Coke (1996) % Adaptado de Palomeque-Carlin et
al. (2015). T Gamborg et al. (1968), ‘Driver y Kuniyuki (1984), SHeller (1953),
"Murashige y Skoog (1968), °Chu ez 4l. (1975), T White (1963), %% Coke (1996).
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Figure 3. Morphology of cacti hairy roots in selected basal culture media. A) Escobaria chaffeyi on MS; B) Turbinicarpus laui on B5; C)

1 lophophoroides in B5; D) T. pseudopectinatus on MS.

Figura 3. Morfologfa de raices pilosas de cactdceas en medios de cultivo basales elegidos. A) Escobaria chaffeyi en MS; B) Turbinicarpus
laui en B5; C) T. lophophoroides en B5; D) T. pseudopectinatus en MS.

the maximum content of betacyanin pigments was
obtained on Heller medium but this result was only
statistically different from those obtained with N6
and White media, which yielded the lowest levels.
The maximum content of betaxanthins was obtained
in DKW medium, but similar results were obtained
with Heller or MS; lower levels were obtained with the
other media. For HR of 7. lophophoroides (Figure 2C),
the maximum content of betacyanins was obtained
in N6 and Heller media, but these values were only
different from those obtained with DKW, MS and
WV3 media, which produced the lowest levels. The
highest content of betaxanthins was obtained with
the same media than that of betacyanins: N6 and
Heller. For HR of 7. pseudopectinatus (Figure 2D),
the highest content of betacyanins was obtained on
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(Figura 3A). Para 7. laui, los medios DKW, Heller
y B5 fueron los mejores para el crecimiento, pero la
morfologfa se conservé con B5, DKW y MS (Figu-
ra 3B). Los resultados de crecimiento para 7 lopho-
phoroides contradijeron a Jacob y Malpathak (2005)
porque, aunque MS, N6, DKW y B5 fueron algunos
de los mejores medios, hubo una acumulacién de
biomasa mayor en el medio White, mientras que la
morfologfa caracteristica se conservd en los medios
B5 y DKW (Figura 3C). Para 7. pseudopectinatus, los
medios MS, B5 y N6 produjeron los mejores resul-
tados en términos de acumulacién de biomasa, pero
la morfologia se conservé en los medios Heller, MS y
N6 (Figura 3D).

El contenido mds alto de betacianinas en las RP
de E. chaffeyi (Figura 1C) se obtuvo con los medios
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B5 medium but the same results were obtained on
Heller and White media; the other media yielded
lower levels of these pigments. The maximum content
of betaxanthins was obtained in White medium;
the other media yielded lower levels. In general,
in all cultures analyzed betaxanthins production
was between 2 and 2.5 times higher than that of
betacyanins.

Jacob and Malpathak (2005) mentioned that low
levels of nitrogen stimulate secondary metabolite
production and high NO,™: NH,* ratios decrease
production of solasodine in HR of Solanum
khasianum. However, in this study the production
of betalains in HR from E. chaffeyi, T. laui, and
1. lophophoroides, did not show a clear pattern
with these parameters. For 7. pseudopectinatus, the
production of betacyanin pigments was stimulated
in media with low nitrate levels or nitrate as the only
source of nitrogen; this result is slightly different
to that reported by Neelwarne (2012) for beet HR
cultures, who found that the concentration of nitrate
in the medium did not affect the production of
betacyanins, and that the production of betaxanthin
pigments was stimulated by low levels of nitrogen (as
nitrate). Neelwarne (2012) also reported that when
the culture medium is depleted of phosphate ions,
the content of betacyanins increases; in our study,
the White medium, which had the lowest levels of
this chemical species (besides low levels of nitrate,
potassium and absence of ammonium ions) yielded
some of the best results, not only for betacyanins but
also for betaxanthins.

In a previous assay the highest FWG was obtained
in 7. pseudopectinatus and E. chaffeyi, and the lowest
FWG with 7. laui and T lophophoroides. The highest
levels of betacyaninic pigments were recorded in 77
pseudopectinatus, followed by 7. laui, T. lophophoroides
and E. chaffeyi. Regarding betaxanthin pigments, the
highest levels were achieved in E. chaffeyi, followed
by T lophophoroides, T. pseudopectinatus and 1T
laui. The total betalain content was relatively low
compared to that of B. vulgaris (50 mg 100 g fresh
beet) (Azeredo, 2009), beet HR cultures (10 — 150
mg per 100 g FW) (Neelwarne, 2012) and red and
purple cactus pear fruits (7 — 114 mg 100 g' fresh
pulp) (Stintzing ez al, 2005), but the betacyanin
content of some HR cacti species was similar to
that of yellow and orange varieties of Opuntia fruits
(1.46 and 1.05 BE 100 g fresh pulp) (Stintzing ez

White, B5 y MS. Para la RP de 7. laui (Figura 1D),
el contenido méximo de pigmentos de betacianina
se logré con el medio Heller, pero este resultado solo
fue estadisticamente diferente de lo hallado con los
medios N6 y White, que produjeron los niveles mds
bajos. El contenido médximo de betaxantinas se ob-
tuvo en el medio DKW, pero también Heller o MS
causaron resultados similares; con los otros medios
se obtuvieron niveles menores. Para las RP de 7. /o-
phophoroides (Figura 2C), el contenido mdximo de
betacianinas se obtuvo con los medios N6 y Heller,
pero estos valores sélo fueron diferentes a los hallados
con los medios DKW, MS y WV3, los cuales produ-
jeron los valores mds bajos. El contenido mds alto de
betaxantinas se obtuvo con los mismos medios que
en el caso de las betacyanins: N6 y Heller. Para la
RP de 7 pseudopectinatus (Figura 2D), el contenido
mas alto de betacianinas se obtuvo con un medio B5,
pero los medios Heller y White arrojaron los mismos
resultados; los otros medios produjeron niveles me-
nores de estos pigmentos. El contenido méximo de
betaxantinas se obtuvo con el medio White; los otros
medios produjeron niveles menores. En general, en
todos los cultivos analizados, la produccién de be-
taxantinas fue de 2 a 2.5 veces mayor que la de las
betacianinas.

Jacob y Malpathak (2005) mencionaron que los
niveles bajos de nitrégeno estimulan la produccién
secundaria de metabolitos y que las proporciones al-
tas de NO,: NH," reducen la produccién de solaso-
dina en las RP de Solanum khasianum. Sin embargo,
en este estudio, la produccién de betalainas en las RP
de E. chaffeyi, T. laui y 1. lophophoroides no presen-
taron un patrén claro con estos pardmetros. Para 7
pseudopectinatus, medios con bajos niveles de nitrato
o de nitrato como fuente tnica de nitrégeno estimu-
laron la produccién de los pigmentos de betacianina;
este resultado es ligeramente diferente al documen-
tado por Neelwarne (2012) para cultivos de RP de
betabel, quienes encontraron que la concentracién
de nitrato en el medio no afecté la produccién de
betacianinas, y que niveles bajos de nitrégeno (como
nitrato) estimulaban la produccién de pigmentos de
betaxantina. Neelwarne (2012) también informé que
cuando se reduce la cantidad de iones de fosfato en
el medio de cultivo, el contenido de betacianinas se
incrementa. En este estudio, el medio White, que
presentaba los niveles menores de esta especie de qui-
micos (ademds de niveles bajos de nitratos, potasio y
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al., 2005). In summary, the production of betalains
and the accumulation of biomass in HR of cacti were
strongly influenced by the type of culture medium,
but each individual species had their own nutritional
requirements, and thus it is necessary to look for an
optimum culture medium for each case.

TLC of cacti hairy roots in different basal media

Betalain pigments and other compounds were
detected in HR extracts (Figures 4 and 5). Bands of
different compounds were observed under visible
(whitish plate) and UV light (bluish plate). E. chaffeyi
(bands4 and 5), 7. lophophoroides (bands 4 and 5) and
1. pseudopectinatus (bands 2 and 3) showed similar
yellow pigments (Rf = 0.56 and 0.49 respectively),

ausencia de iones amonio) dio algunos de los mejores
resultados, no solo para betacianinas, sino también
para betaxantinas.

En una prueba anterior, el IPF mayor se obtuvo
en T pseudopectinatus y E. chaffeyi, y el menor, con
1! laui y 1. lophophoroides. Los niveles mds altos de
pigmentos de betacianina se registraron en 1. pseudo-
pectinatus, seguidos de 1. laui, T. lophophoroides y E.
chaffeyi. Con respecto a los pigmentos de betaxanti-
na, los niveles mds altos se alcanzaron en E. chaffeyi,
seguidos de 7 lophophoroides, T. pseudopectinatusy T.
laui. El contenido total de betalaina fue relativamen-
te bajo, en comparacién con el de B. vulgaris (50 mg
100 g betabel) (Azeredo, 2009), cultivos de RP de
betabel (10 — 150 mg por 100 g FW) (Neelwarne,
2012) y tunas rojas y moradas (7 — 114 mg 100 g

Figure 4. Thin layer chromatography of cacti hairy roots on different culture media. A) E. chaffeyi; B) 1. laui. Left plate: under visible
light; right plate: under UV light. R1: betalain reference extract (cactus pear fruit), R2: betalain reference extract (beetroot).
E1: B5, E2: DKW, E3: Heller, E4: MS, E5: N6, E6: White, E7: WV3. A and B: identifiers for bands from betalain reference
extracts. 1-8 and 1-5: identifiers for bands from hairy root extracts.

Figura 4. Cromatografia de capa fina de raices pilosas de catcdceas en diferentes medios de cultivo A) E. chaffeyi; B) 1. laui. Placa
izquierda: bajo luz visible; placa derecha: bajo luz UV. R1: extracto de referencia de betalaina (tuna), R2: extracto de referencia
de betalaina (betabel). E1: BS, E2: DKW, E3: Heller, E4: MS, E5: N6, E6: White, E7: WV3. A y B: identificadores para

bandas de extracto de betalaina de referencia. 1-8 y 1-5: identificadores para bandas de extractos de raices pilosas.
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Figure 5. Thin layer chromatography of cacti hairy roots on different culture media. A) 7. lophophoroides; B) T. pseudopectinatus. Left
plate: under visible light; right plate: under UV light. R1: betalain reference extract (cactus pear fruit), R2: betalain reference
extract (beetroot). E1: B5, E2: DKW, E3: Heller, E4: MS, E5: N6, E6: White, E7: WV3. A and B: identifiers for bands from

betalain reference extracts. 1-6 and 1-4: identifiers for bands from hairy root extracts.

Figure 5. Cromatografia de capa fina de raices pilosas de catcdcea en diferentes medios de cultivo. A) 7. lophophoroides; B) T.

pseudopectinatus. Placa izquierda: bajo luz visible; placa derecha: bajo luz UV. R1: extracto de referencia de betalaina (tuna),
R2: extracto de referencia de betalaina (betabel). E1: B5, E2: DKW, E3: Heller, E4: MS, E5: N6, E6: White, E7: WV3. Ay

B: identificadores para bandas de extractos de referencia de betalaina. 1-6 y 1-4: identificadores para bandas de extractos de

raices pilosas.

and the same happened with the compounds from
1. lophophoroides (band 6) and 1. pseudopectinatus
(band 4, Rf = 0.24), as well as with those of F.
chaffeyi and 1. lophophoroides (band 2 of both species,
Rf = 0.72). Although band no. 3 had the same Rf
(0.65) in both E. chaffeyi and 1. lophophoroides, they
do not seem to correspond to the same compound
because the bands were different in color (whitish
and reddish, respectively); this could be due to the
presence of compounds with similar physicochemical
characteristics and different chemical structure. E.
chaffeyi had the highest number of bands compared
to the other species analyzed, indicating that it had
the highest number of compounds. Bands of different
color (green and greyish) were present in E. chaffeyi,
1! laui and 1. lophophoroides, which might indicate

the presence of other types of pigments or even

pulpa fresca) (Stintzing et al., 2005), pero el conteni-
do de betacianina de algunas RP de especies de cactd-
ceas fue similar al de las variedades de frutas amarillas
y anaranjadas de Opuntia (1.46 y 1.05 BE 100 g
pulpa fresca) (Stintzing ez al., 2005). En resumen, la
produccién de betalainas y la acumulacién de bioma-
sa en las RP de las cactdceas tuvo una fuerte influen-
cia del tipo de medio de cultivo, aunque cada especie
individual tuvo sus propios requisitos nutricionales,
por lo que se hace necesario buscar un medio de cul-
tivo ptimo para cada caso.

CCEF de raices pilosas de cacticeas en diferentes
medios basales

Pigmentos de betalaina y otros compuestos se de-
tectaron en extractos de RP (Figuras 4 y 5). Las bandas
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betalains; further studies will be needed to verify it.

Betacyanins from cacti HR samples were similar
to those of beetroot (Rf = 0.80) and cactus pear fruit
(Rf=0.78). E. chaffeyi (bands 4 and 7), 7. laui (bands
3 and 5), 1. lophophoroides (bands 4 and 6) and 7.
pseudopectinatus (band 4) showed yellow pigments,
possibly of betaxanthin-type, but were different from
cactus pear fruits (Rf = 0.62). Some bands barely
visible under visible light, appeared well defined
under UV light. Pigments of cactus pear fruits and
beetroot were present in higher concentrations
than in HR and were easily separated and detected.
Despite the low concentration of pigments in cacti
HR, the use of TLC was very useful for fast qualitative
identification.

As already discussed, the culture medium
strongly affected betalain production. Regarding
the type of betalain pigments, TLC did not reveal a
significant difference between betalains composition
as influenced by the culture media. Red-violet
pigments were always well defined in all the media
tested, and only some yellow pigments of a few
species were barely defined. Finally, it is important to
note the wide variety of compounds obtained from
cacti HR cultures and their potential use as a source
of bioactive compounds for industrial applications;
hence the importance of this type of research.

CONCLUSIONS

The biomass and betalain production of cacti
HR is dependent on the culture medium. Culture
media with high Total N levels promoted growth and
biomass accumulation, while low nutrient culture
media (e.g. White medium) inhibited it. However,
culture media with low nitrate levels favors the
betacyanins production in 7. pseudopectinatus, while
low levels of nitrogen, as nitrate, stimulated the
production of betaxanthins in this species.

Low phosphate culture media stimulated the
production of betalain pigments (betacyanins and
betaxanthins) in the tested cacti HR cultures. The
morphology of HR of the cacti species studied was
affected by the culture media. DKW and B5 culture
media promoted well-differentiated HR and, in some
species, DKW yielded the highest values of biomass
accumulation and production of betalain pigments.
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de los diferentes compuestos se observaron bajo luz
(placa blanquecina) y luz UV (placa azulada). E. cha-
[ffeyi (bandas 4 y 5), 17 lophophoroides (bandas 4 y 5)
y 1. pseudopectinatus (bandas 2 y 3) presentaron pig-
mentos amarillos similares (Rf = 0.56 y 0.49 respec-
tivamente), y lo mismo ocurrié con los compuestos
de T lophophoroides (banda 6) y 1. pseudopectinatus
(banda 4, Rf = 0.24), asi como con los de E. chaffeyi
y 1. lophophoroides (banda 2 de ambas especies, Rf
= 0.72). Si bien la banda no. 3 tuvo el mismo Rf
(0.65), tanto en E. chaffeyi como en 1. lophophoroi-
des, no parecen corresponder al mismo compuesto,
ya que las bandas mostraron colores diferentes (blan-
quecina y rojiza, respectivamente); esto pudo deberse
a la presencia de compuestos con caracteristicas fisio-
quimicas semejantes y estructuras quimicas diferen-
tes. E. chaffeyi produjo el mayor nimero de bandas
en comparacién con las otras especies analizadas, in-
dicando que tenfa el mayor niimero de compuestos.
La presencia de bandas de diferentes colores (verde y
grisiceo) se observé en E. chaffeyi, T laui 'y T. lopho-
phoroides, lo cual podria indicar la presencia de otros
tipos de pigmentos, o incluso betalainas; estudios fu-
turos se requerirdn para verificarlo.

Las betacianinas de las muestras de RP de cactdceas
fueron similares a las de betabel (Rf = 0.80) y de
tuna (Rf = 0.78). E. chaffeyi (bandas 4y 7), T. laui
(bandas 3 y 5), T lophophoroides (bandas 4 y 6) y
1. pseudopectinatus (banda 4) presentaron pigmentos
amarillos, posiblemente del tipo de las betaxantina,
pero diferentes a los de las tunas (Rf = 0.62). Algunas
bandas, apenas visibles bajo la luz visible, aparecieron
de manera definida y clara bajo la luz UV. Pigmentos
de tunas y betabel estuvieron presentes en concentra-
ciones mayores que en las RP y se detectaron y sepa-
raron con facilidad. A pesar de la concentracién baja
de pigmentos en RP de cactédceas, el uso de TLC fue
muy til para una identificacién cualitativa rdpida.

Ya se discutié que, el medio de cultivo tuvo gran efec-
to sobre la produccién de betalaina. Con respecto al
tipo de pigmentos de betalaina, la CCF no revelé
una diferencia significativa entre la composicién de
las betalainas bajo la influencia de los medios de cul-
tivo. Los pigmentos rojo-violdceos siempre estuvie-
ron bien definidos en todos los medios probados, y
solo se definieron en forma escasa algunos pigmentos
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