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CAPACIDAD DE REBROTE, PRODUCCION DE AREA FOLIAR Y CALIDAD
NUTRITIVA DE DOS ESPECIES DEL GENERO CROTALARIA

Nohemi Pardo Aguilar, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

No existen estudios sobre el efecto de diferentes condiciones de manejo en la produccién
de follaje y composicion quimica de especies del género Crotalaria en México,
particularmente del Chipilin (Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.), quelite nativo de
Mesoameérica, del que se consumen sus hojas y brotes tiernos en el sur-sureste de México,
o de especies ex0ticas presentes en el estado de Tabasco como es la arvense Ala de pico
(Crotalaria retusa L.) usada en la medicina tradicional en Africa, y Asia de donde es
originaria. Por ello, el objetivo fue evaluar la capacidad de rebrote y la calidad nutricional de
la biomasa producida de Chipilin y Ala de pico en respuesta a cortes sucesivos del follaje y
fertilizacién. A partir de tres cortes mensuales aplicados al follaje de ambas especies y dosis
de fertilizaciéon (0-0-0, 100-0-0, 0-60-0 kg ha* de N, P.Os y K;0) se determiné el nimero,
longitud y peso de tallos secundarios, biomasa, area foliar, indice diferencial de vegetacion
normalizado (NDVI), concentracion de pigmentos fotosintéticos, proteina, grasa, cenizas,
azucares solubles, fibra dietética total y polifenoles totales. La aleatorizacién de los
tratamientos se realiz6 mediante un disefio completamente al azar con seis repeticiones, y
se analizé con el modelo de medidas repetidas. El Chipilin mostré una mayor capacidad de
rebrote que el ala pico, ya que la cantidad y la biomasa de rebrotes por planta aumentaron
debido a los sucesivos cortes de follaje. La fertilizacion no tuvo efecto en el crecimiento y
biomasa aérea de ambas especies, pero disminuy6 la biomasa de raiz en Chipilin. La
fertilizacién afectd negativamente la nodulacion en ambas especies, principalmente la
fertilizacién nitrogenada. El efecto de la fertilizacion fue no significativo para el contenido de
grasa, cenizas, azUcares reductores y polifenoles totales. La fertilizacion fosfatada
disminuyd el contenido de fibra dietética solo en hojas de Chipilin. Entre especies, el Chipilin
presentd contenidos mas altos de proteina, de cenizas y de fibra dietética que Ala de pico.
Este es el primer estudio en México sobre el manejo del follaje de Chipilin, el cual muestra

gue este mejora el rendimiento y calidad de la biomasa foliar.

Palabras clave: Leguminosa, biomasa, fertilizacion, proteina, nitrégeno y fésforo



REGROWTH CAPACITY, LEAF AREA PRODUCTION AND NUTRITIONAL
QUALITY OF TWO SPECIES OF THE CROTALARIA GENRE

Nohemi Pardo Aguilar, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

There are no studies on the effect of different management conditions on the production of
foliage and chemical composition of species of the Crotalaria genus in Mexico, particularly
of Chipilin (Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.), quelite native to Mesoamerica, whose
tender leaves and buds are eaten in the south-southeast of Mexico, or of exotic species
present in the state of Tabasco such as Ala de pico weed (Crotalaria retusa L.) used in
traditional medicine in Africa, and Asia from where it is native. Therefore, the objective was
to evaluate the regrowth capacity and nutritional quality of the biomass produced from
Chipilin and Ala de pico in response to successive cuts of foliage and fertilization. From
three monthly cuts applied to the foliage of both species and fertilization dose (0-0-0, 100-
0-0, 0-60-0 kg ha! of N, P,Os and K-0) the number, length and weight of secondary stems,
biomass, leaf area, standardized differential vegetation index (NDVI), concentration of
photosynthetic pigments, protein, fat, ash, soluble sugars, total dietary fiber and total
polyphenols were determined. The randomization of the treatments was by a completely
randomized design with six repetitions, and they were analyzed with the repeated measures
model. The Chipilin showed a greater regrowth capacity than Ala de pico, as the shoots
number and regrowth biomass per plant increased due to the successive cuts to the foliage.
Fertilization had no effect on growth and aerial biomass of both species but decreased root
biomass in Chipilin. Fertilization negatively affected nodulation in both species, mainly
nitrogen fertilization. The effect of fertilization was not significant for fat content, ashes,
reducing sugars and total polyphenols. Phosphate fertilization decreased the dietary fiber
content only in Chipilin leaves. Among species, Chipilin had higher protein, ash and dietary
fiber contents than Ala de pcio. This is the first study in Mexico on Chipilin foliage

management, which improves the yield and quality of leaf biomass.

Key words: Legume, biomass, fertilization, protein, nitrogen and phosphorus
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

1. Planteamiento del problema

Actualmente, se conocen 30 000 especies de plantas terrestres de las que 7000 son
utilizadas por los seres humanos como alimento, pero sélo 30 de ellas se cultivan
de manera extensiva para alimentar al mundo (FAO, 2017). México por ser uno de
los 12 paises megadiversos, posee muchas especies vegetales que son utilizadas
en la alimentacién regional, las que podrian tener un alto impacto en la seguridad
alimentaria y nutricional, si se desarrollaran en sistemas sustentables de produccion
(Aguilar et al., 2008).

Dentro de los recursos fitogenéticos valiosos por su uso regional en la alimentacion
mexicana, y que han sido poco estudiados, se encuentran especies del género
Crotalaria. En México se reportan 21 especies de este género, donde se incluye al
Chipilin (Crotalaria longirostrata Hook. & Arn), también conocido como chop, chipile,
chepil (Soto-Estrada, 2004), quelite nativo de Mesoamérica y presente en todo el
estado de Tabasco y el sur del pais. El Chipilin es una planta anual de la cual se
consume el follaje y es utilizada en la medicina popular; sus ramas estan
compuestas por tres hojas pequefias en forma ovalada y color verde oscuro, tiene
flores de color amarillo intenso y con forma de mariposa que constituyen racimos en
la punta de la rama. Esta especie ademas del uso alimentario, tiene importancia
ecolégica ya que pertenece a la familia Fabaceae, por lo que aporta nitrégeno
atmosférico al suelo a través de la fijacion biologica; es atrayente de insectos como
abejas productoras de miel y polinizadores. Puede ser usada en la elaboracion de
papel y presenta un gran potencial para inducir el suefio (Rodriguez et al., 1998).
El follaje de esta planta anual es rico en proteina, pero también en fibras y
metabolitos secundarios como los polifenoles, flavonoides y alcaloides
pirrolizidinicos, estos Ultimos se encuentran en mayor concentracion en las semillas
(Williams y Molyneux, 1987; Arias et al., 2003, Juarez-Fuentes et al., 2013; Jiménez-
Aguilar y Grusak, 2015; Pérez-Cornelio et al., 2016). En el sur de Veracruz se indica
su uso como forraje (Arias et al., 2003). Es uno de los quelites con mayor contenido

nutrimental, rico en calcio, hierro, tiamina, riboflavina, niacina y acido ascoérbico



(Morton, 1994). Otras especies de Crotalaria, exoticas y presentes en México, son
usadas en otros paises en alimentacion y como abonos verdes, aun cuando se
reporta su toxicidad (Jaca et al., 2013; Avendafio, 2011), tal es el caso de Crotalaria
retusa L., o Ala de pico. Esta especie se planta con frecuencia en sistemas
agroforestales para la produccion de fibra, forraje, abono verde y cobertura (CABI,
2016; ILDIS, 2013; USDA-NRCS, 2013). Genera impactos econdmicos en sistemas
agroforestales en los Estados Unidos, de las Indias Occidentales, Asia tropical, y en
varias islas del Océano Pacifico. Una vez naturalizado crece como planta arvense
y puede convertirse en invasora, desplazando la vegetacion nativa (CABI, 2016). En
el estado de Tabasco, ya esta presente. En Africa, las raices se usan contra la tos
cronica, las hojas se usan para tratar la fiebre, la sarna, las enfermedades
pulmonares y el impétigo (enfermedad infecciosa de la piel), ademas las flores y las
hojas también se consumen como verdura y las semillas tostadas se consumen en
Vietnam y Africa. Ocasionalmente, C. retusa se cultiva como ornamental y se usa
como una planta de tinte en Africa Oriental (PROTA4U, 2013).

Tabasco es un estado megadiverso, donde sus habitantes han utilizado la flora
presente para alimentacion y medicina. Entre las 140 especies de plantas que las
comunidades rurales han seleccionado a través del tiempo para su consumo como
alimento o medicina esta Crotalaria longirostrata (Centurion et al., 2004). Esta
especie se encuentra ampliamente distribuida, principalmente, en los municipios de
Céardenas, Centro, Cunduacan, Jalapa, Huimanguillo, Macuspana, Tacotalpa y
Teapa, donde se consumen las hojas y los brotes tiernos en diferentes platillos
regionales; indican también su uso medicinal como antidiarreico en nifios (Centurién
et al., 2004; Pérez et al., 2005). No obstante, el arraigo del Chipilin en la cultura
culinaria del sur de Veracruz, Tabasco y Chiapas, hay pocos estudios sobre su
composicién quimica, y nutricional bajo diferentes condiciones ambientales, y no
existen estudios sobre su manejo agronémico, tampoco existe este tipo de estudios
para otras especies de Crotalaria presentes en la region. Los trabajos de Juéarez-
Fuentes et al. (2013) y Pérez-Cornelio (2016) muestran el potencial que el Chipilin
puede tener como fuente de proteina y de otros metabolitos en alimentacion

humana y animal, con lo que puede darsele valor agregado.



Para desarrollar su sistema de produccion sustentable, se requiere entre otros
aspectos, conocer la respuesta del Chipilin y de otras especies de Crotalaria a
diferentes condiciones de manejo, para evaluar su capacidad de produccién de
follaje y la calidad del mismo. En otras leguminosas, una forma de incrementar el
rendimiento de biomasa aérea es aplicando cortes sucesivos al follaje para
promover el rebrote al eliminar la dominancia apical, tal es el caso de alfalfa
(Salemaa y Sievanen, 2002; Dun et al., 2006; Villegas et al., 2006). Esta forma de
manejo se ha complementado con la fertilizacién, aunque en alfalfa y soya dosis de
100-120 kg ha* de N inhiben la nodulacién lo que afecta el crecimiento de la planta.
(Trabulsi y Abed, 1986; Zhu et al., 1996). Sin embargo, fertilizaciones a dosis
menores han demostrado tener un efecto sinérgico con la fijacion bioldgica de N, lo
gue puede mejorar la produccion de follaje (Wahab y Abd-Alla, 1996). Por lo tanto,

en la presente investigacion se plantearon los objetivos siguientes.
1.1. Objetivos
1.1.1. General

Evaluar la capacidad de rebrote de Crotalaria spp. y la calidad nutricional de la

biomasa producida en respuesta a cortes sucesivos del follaje y fertilizacion.
1.1.2. Particulares

a) Determinar el nimero, longitud y peso de tallos secundarios, biomasa y area
foliar después de la aplicacibn de cortes sucesivos al follaje de C.

longirostrata y C. retusa con y sin fertilizacion nitrogenada y fosfatada.

b) Medir el indice de vegetacion de la diferencia normalizada (NDVI) antes de
la aplicacion de cada corte sucesivo al follaje de C. longirostrata y C. retusa
con y sin fertilizacion nitrogenada y fosfatada, y establecer su relacion con la

concentracion de pigmentos fotosintéticos y la acumulacion de biomasa.

c) Cuantificar la concentracion de pigmentos fotosintéticos, proteina, grasa,

cenizas, azucares solubles, fibra dietética total y polifenoles totales después



d)

1.2.

b)

d)

1.3.

de cortes sucesivos al follaje de C. longirostrata y C. retusa con y sin
fertilizacion nitrogenada y fosfatada; y en semillas de cuatro especies: C.

incana, C. longirostrata, C. pallida y C. retusa sin fertilizacion.

Determinar el peso de raices y numero de nédulos después de cortes
sucesivos en C. longirostrata y C. retusa con y sin fertilizacion nitrogenada y

fosfatada.
Hipotesis
El nimero de rebrotes y producciéon de biomasa foliar se reduce por efecto

de los cortes sucesivos realizados a Crotalaria ssp. cuando no se fertiliza con

nitrogeno o fésforo.

La fertilizacién nitrogenada incrementara el nUmero de rebrotes, produccion
de biomasa foliar y concentracion de proteina y otros compuestos quimicos,
pero inhibir4 la produccién de nédulos.

La fertilizacion fosfatada afectara positivamente el nimero de rebrotes,
produccion de biomasa, concentracion de proteina y la produccién de

nédulos.

El NDVI no presenta relacibn con la concentracion de pigmentos

fotosintéticos, pero si con el rendimiento en biomasa.

Las especies de Crotalaria presentan diferencias en la composicion quimica

tanto en hojas como en semillas.

Estructura de la tesis

Esta tesis se divide en cinco Capitulos principales:

El Capitulo | estd compuesto por la Introduccion General, en la cual se plantea el

problema de estudio, los Objetivos y las Hipotesis, del presente trabajo de

investigacion.



El Capitulo Il consiste en la revision de literatura misma que abarca el origen del
género, caracteristicas botanicas, usos, distribucion, calidad nutricional de las
especies de Crotalaria en estudio. Asi como la importancia de la nodulacion para la
fijacion biologica de N2, el efecto de la fertilizacion nitrogenada y fosfatada y los

cortes sucesivos del follaje en la acumulacion de biomasa y nodulacion.

El Capitulo IIl describe los materiales y métodos utilizados para cumplir con los

objetivos planteados.

El Capitulo IV consta de dos subcapitulos en los cuales se presentan los resultados
y la discusion. En el primero se abordan y discuten los resultados sobre el efecto de
fertilizacion y de los cortes sucesivos al follaje en la produccién de biomasa, area
foliar y nodulacién en C. longirostrata y C. retusa. En el segundo subcapitulo se
discuten los resultados sobre la composicion quimica (proteina, grasa, cenizas,
azucares solubles, fibra dietética total y polifenoles totales) del follaje de C.
longirostrata y C. retusa cuando se someten a cortes sucesivos del follaje y a la
fertilizacion nitrogenada y fosfatada. En el tercer subcapitulo se muestra la
composicion quimica de semillas de cuatro especies de Crotalaria presentes en la
region: C. incana, C. longirostrata, C. pallida y C. retusa, sin ningun tratamiento de

fertilizacion.

El Capitulo V incluye las conclusiones y recomendaciones generales del presente

estudio.



CAPITULO Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del género Crotalaria

Crotalaria es un género que comprende mas de 600 especies dispersas por todo el
tropico y sub-trépico (Bhatt et al., 2009). La mayor distribucion es en Africa tropical
(500 especies), seguida por el sudeste de Asia y Centroamérica (Pandey et al.,
2010). El este de Africa y Madagascar son considerados el principal centro de
diversificacion de este género, un segundo centro de diversificacion es la India, y en
Ameérica hay dos centros adicionales, uno en México y otro en Brasil (Palomino y
Vazquez, 1991). De Australia son originarias 19 especies, en América, 79 especies
son nativas y se encuentran relativamente bien distribuidas en Guatemala, oeste y
suroeste de México y del Salvador a Costa Rica. En México, se han identificado 21
especies, ocho de ellas endémicas. Nueve especies se localizan en el Valle de
Tehuacan- Cuicatlan, donde se describen que C. incana, C. sagittalis, C. vitellina 'y
C. longirostrata se localizan también en Tabasco, la Ultima sefialada como nativa de

México (Soto-Estrada, 2004; Villasefior y Espinosa, 1998).

En Tabasco también se encuentran C. retusa, C. pallida y C. verrucosa, la primera
nativa de Asia tropical (CABI, 2016; Flora Digital: Peninsula de Yucatan, 2010), y la
segunda de Africa, (Cervantes, 1999). Otras dos especies, C. cajanifolia y C.
mucronata se han localizado en areas degradadas por la erosién (terrenos infértiles
y de malas condiciones para el cultivo) en el estado de Campeche (Alderete-Chavez
et al., 2010; Flora Digital: Peninsula de Yucatan, 2010).

2.2. Generalidades de dos especies de Crotalaria, una especie nativa de
México (C. longirostrata Hook. & Arn.) y una especie introducida (C. retusa L.).

2.2.1. C. longirostrata

Caracteristicas botanicas. Hierbas subfruticosas erectas con tallos de hasta 60.0

cm de altura o mas, esparcidamente sericeos; hojas trifolioladas, estipulas de hasta
2.0 mm largo, linear-triangulares, persistentes; peciolos 0.7-2.5 cm largo; foliolos
3.2 cm largo, 0.3 - 1.8 cm ancho, elipticos u obovados, base cuneada, apice obtuso,

mucronado, haz glabro y envés sericeo; inflorescencias terminales, 8-30 flores, eje
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6.5 - 14.0 cm largo; bracteas 2.3 - 3.1 mm largo, linear-triangulares, generalmente
persistentes; pedicelos 2.8 - 4.2 mm largo; bractéolas en la mitad del pedicelo y en

la base del caliz, hasta 1.3 mm largo, lineares, generalmente persistentes.

Flores. Con 1.1 - 1.4 cm largo; céliz 5.0 - 6.0 mm largo, tubo 2.1 - 2.9 mm largo,
truncado, l6bulos cortos, triangular-atenuados, sericeos; corola con estandarte 1.2
cm largo, 2.0 cm ancho, ocasionalmente presenta maculas purpuras, quilla angular,
mayor que las alas, rostro torcido, prolongado y recto, margen adaxial no lanoso;

ovario corto-estipitado, sericeo, hasta de 1.2 cm largo, geniculado.

Semillas. Hasta 3.2 mm largo, pardas o amarillentas en la madurez, sericeas,
estipite 4.0-5.0 mm largo; NUumero cromosdmico 2n = 32. Esta especie es un taxén

aislado que forma parte de un grupo que esta mejor representado en el Viejo Mundo.

Son plantas vigorosas que emergen de seis a siete dias después de la siembra, con
altura aproximada de 1.35 a 1.75 m; florecen entre los 80 y 111 dias después de la
siembra y esta etapa dura de 12 a 21 dias. El periodo de formacién de la vaina de
93- 128 dias después de la siembra y maduran de 14 - 28 dias después de su
formacion. Cada fruto forma de 8 - 12 semillas por vaina, las semillas del Chipilin
son dispersadas intencionalmente por los agricultores en los terrenos de cultivo y
en barbechos, para su uso alimenticio posterior (Soto-Estrada, 2004).

Taxonomia. La clasificacion taxonomica de C. longirostrata (Rehm, 1994), se

muestra a continuacion:

Reino Plantae
Subreino Embryobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliatae
Subclase Rosiidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Genisteae
Género Crotalaria
Especie longirostrata
Nombre Cientifico Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.




Distribucién _en México. En México se conoce en los estados de Chiapas,

Chihuahua, Colima, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Tabasco y Veracruz (Figura 1). Su floracién ocurre en los
meses de julio y agosto y su fructificacion de julio a septiembre (Soto- Estrada,
2004).
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Figura 1. Distribucion de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. en México. Los
circulos indican sitios de presencia de esta especie. Imagen tomada de:
https://www.naturalista.mx/taxa/161144-Crotalaria-longirostrata

Caracteristicas agronémicas. Se ha observado latencia en sus semillas, dada por la

impermeabilidad que presenta la testa, aspecto determinante en el bajo porcentaje
de germinaciéon. Para reblandecer la testa y promover la germinacion se han
aplicado tratamientos de escarificacion fisica (agua caliente) o quimica (acido
sulftrico durante 20, 30 y hasta 60 min) (Ayala-Herrada et al., 2010; Alderete-
Chavez et al., 2010; Garduza-Acosta et al., 2018). La escarificacibn mecéanica
(raspado de la semilla) es el tratamiento pre-germinativo que brinda los mejores

resultados (Castillo, 1991), pero no es aplicable a grandes volimenes de semilla.

La propagacion se realiza por semilla, que se recolecta de forma tradicional
directamente de la planta en el campo, es pequefia y de color oscuro. La
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profundidad de siembra de 0.6 cm, es la que brinda los mejores resultados en el
porcentaje, emergencia, altura, didmetro, peso fresco y peso seco de plantulas
(Castillo, 1991).

Escasos estudios se han realizado sobre el manejo agronémico de Chipilin en
diferentes estados fenologicos. Pérez-Cornelio et al. (2016), observdé que la
biomasa total de la planta durante el crecimiento se mantuvo durante los primeros
90 dias, y a partir de esta edad inicié un crecimiento acelerado que continué hasta
los 150 dias. Observé que el punto critico para la cosecha de hojas es a los 105
dias después de siembra. Después de ésta fecha, la proporcién de hojas disminuye
drasticamente en beneficio del incremento de la de tallos. Alta proporcion de hojas
en la biomasa total se observaron durante los 60 y 90 dias después de la siembra.
A los 150 dias después de siembra, el tallo constituyd la mayor proporcién (62.4%),

seguida de la de hojas (24.6%) y con la mas baja proporcion, la raiz (13.1%).

2.2.2. C. retusa

Generalidades boténicas. Hierba anual con tallos erectos de hasta 1.30 cm de largo,

acanalados, apresados cortos pubescentes; hojas simples, oblanceoladas a
espatuladas, de 3-10 o de 1-3.8 cm de superficie superior glabra y punteada,
superficie inferior densamente serésica pubescente, apice redondeado o retuso,
mucronato, base cuneada, peciolos de 2-3 mm de largo, estipulas estrechamente
rombicas-ovadas de hasta 0.5 mm de largo. Inflorescencia de 27 cm de largo, de
pocas flores, bracteas estrechamente triangulares, diminutas, deciduas tempranas,
caliz en forma de campana ancha, adpresas cortas pubescentes de 12 a 14 mm de
largo; pétalos de color amarillo brillante, el ovado estandar, con garras, hasta 18
mm de largo, con venas rojizas, alas y pétalos de quilla tan largos como el estandar.
Vainas de color marron oscuro a negro en la madurez, 2.5-4.5, 1.1-1.3 cm,
oblongas, casi cilindricas, glabras. 23 semillas aproximadamente por vaina, de
color marron dorado a marrén, vainas negras de 4-4.5 mm de largo (Acevedo-
Rodriguez, 1996; Wagner et al., 1999; Acevedo y Strong, 2012).



Distribucion. La Figura 2, muestra la distribucion a nivel mundial, la cual es
considerada nativa de Asia tropical, Africa y Australia, estd ampliamente
naturalizada en los tropicos (ILDIS, 2013; USDA-ARS, 2013). Sanchez-Blanco et al.
(2012), la describe como planta exoética y se reporta como invasora, en México
podemos encontrarla en 11 estados incluyendo a Campeche (Alderete-Chavez et
al., 2010).

Figura 2. Distribucion de C. retusa L. a nivel mundial (CABI, 2016).

Taxonomia. La clasificacion taxondmica de C. retusa se muestra a continuacion

Reino Plantae
Subreino Embryobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliatae
Subclase Rosiidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Genisteae
Género Crotalaria
Especie retusa
Nombre Cientifico Crotalaria retusa L.

2.3. La nodulacion en las especies de Crotalaria

Las deficiencias de nitrdgeno son de los factores limitantes mas importantes en la

produccion de alimentos, tienen un efecto importante en el rendimiento de los
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cultivos y en la rentabilidad de la agricultura (Skalsky et al., 2008). En las Fabéaceas,
la fijacidn bioldgica del Nz es el fenbmeno que consiste en pasar el nitrogeno de su
forma molecular natural relativamente inerte (N2) en la atmdésfera, a compuestos
nitrogenados (amoniaco, nitrato y didéxido de nitrégeno) (Taiz y Zieger, 2002). Este
proceso es realizado naturalmente por varias procariotas (bacterias, actinobacterias
y ciertos tipos de bacterias anaerobias) (Couto, 2008) y depende de la reduccién
enzimatica del N2 a través de la enzima nitrogenasa. En nédulos maduros, las
proteinas leghemoglobinas (Lb) se detectan al inicio de la fijacion de nitrogeno.
La Lb es una hemeproteina abundante en nédulos de plantas fijadoras de nitrégeno,
que se une reversiblemente al oxigeno facilitando su difusion a los bacteroides
(Hardisson, 1998).

Los simbiontes mas comunes encontrados en las raices de los cultivos de
leguminosas son las bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium (Hunt,
1996). Algunas bacterias fijadoras de nitrégeno Rhizobium infectan la raiz de las
plantas leguminosas, chicharos (Pisum sativum L.), los frijoles (Phaseolus vulgaris
L.) y el trébol (Trifolium pretense L.), donde forman nédulos y establecen una

asociacion mutuamente beneficiosa (Hogg, 2005).

Las especies de Crotalaria establecen asociaciones simbidticas con bacterias
fijadoras de nitrégeno atmosférico, que pertenecen a dos géneros Bradyrhizobium
and Methylobacterium (Doignon-Bourcier et al., 2000; Sy et al., 2001). La infeccién
de las raices de fabaceas por las bacterias fijadoras de nitrdgeno da como resultado
la formacién de nddulos, donde el nitrégeno atmosférico es reducido a amonio. La
nodulacién requiere la reprogramacion de las células de la raiz para permitir que el
micro simbionte entre al tejido vegetal de manera altamente controlada. Esta
reprogramacion en Crotalaria esta asociada con la biosintesis de alcaloides
pirrolizidinicos (PAs), ya que la principal enzima involucrada en dicha biosintesis, la
homoespermidina sintasa es expresada exclusivamente en los nddulos (HSS, EC
2.5.1.45) (Irmer et al., 2015).
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2.4. Calidad nutricional

La C. longirostrata, pertenece al grupo de los quelites y desde el punto de vista
nutricional es la especie mas estudiada, cominmente se conoce como Chipilin,
chepil o chepile (Castro-Lara et al., 2014), y es considerada una de las 16 especies
vegetales mas importantes desde el punto de vista nutricional, ya que sus hojas
comestibles, presentan un alto contenido en calcio, hierro, tiamina, riboflavina,
niacina y acido ascorbico (Arias et al., 2003). A pesar de ello, en México los estudios
sobre la composicion quimica y nutricional de C. longirostrata en diferentes
ambientes y manejos son escasos. Entre los pocos trabajos de investigacion que
muestran la composicion nutricional de hojas de C. longirostrata esta el de Jiménez-
Aguilar y Grusak (2015). En el Cuadro 1 se muestra el contenido mineral,
compuestos fendlicos totales, de flavonoides, vitamina C y actividad antioxidante de
hojas de esta especie cosechadas cinco semanas después de siembra en

invernadero.

Cuadro 1. Rango de composicion mineral, y capacidad antioxidante de hojas de
tres accesiones de C. longirostrata, procedentes de México y Guatemala (Jiménez-
Aguilar y Grusak, 2015).

Componente Rango de variacién
Calcio, mg/g MF 0.82-2.18
K, mg/g MF 1.61-2.94
Mg, mg/g MF 0.61-1.00
P, mg/g MF 0.27-0.61
S, ng/g MF 0.15-1.02
Fe, ug/g MF 5.69-13.38
Vitamina C, mg AA/g MF 1.00-2.48
Compuestos fendlicos totales, mg GAE/g MF  2.68-3.38
Flavonoides totales, mg CE/g MF 115.7-178.8
Actividad antioxidante, pmol TE/g MF 52.16-60.47

MF= materia fresca; AA= aminoacidos; GAE= equivalente acido galico; CE=
catequina equivalente; TE= Trolox equivalente.

El analisis bromatoldgico de diferentes partes de la planta de Chipilin reportado por
Arias et al. (2003) indica un contenido de proteina total de 30.6% en biomasa aérea
total, 36.3% para hojas con peciolos y 38.3% para hojas, mientras que el contenido
de fibra fue de 22.8, 13.1 y 11.8% para tallos con hojas, hojas con peciolos y hojas,

respectivamente. La determinacion de la digestibilidad in vitro de la materia seca
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(IVDMD) fue mayor para los tallos con hojas (41.8%) y menor para las hojas con
peciolo (32.1%), mientras que las hojas presentaron valores intermedios (35.3%).
Los contenidos mas altos de fibra detergente neutro y celulosa fueron de 33.8 y
21.5% en los tallos con hojas, seguidos por hojas con peciolo 28.4y 13.0%, y para
las hojas fue de 22.5y 11.1%, respectivamente. Muestras de Chipilin de diferentes
procedencias de Tabasco, presentaron altos contenidos de proteina en hojas, con
rango de variacion de 31.2 a 37.9%, para fibra entre 24.2 y 38.8%, para grasa de
2.8 a3.1% Yy en cenizas de 6.6 a 9.9%. En tallos, los contenidos de proteina fueron
menores (10.2 a 13.7%) y los de fibra superiores (61.1 a 73.9%). Las semillas de
Chipilin contienen niveles elevados de proteina y de fibra (29.8% y 20.4%,
respectivamente). La mayor concentracion de azucares solubles y de taninos
condensados se observé en hojas de Chipilin (2100 a 4216 mg gty 18.4 a 39.8 mg

gl, respectivamente (Juarez- Fuentes et al., 2013).

Por otra parte, la C. retusa. es una especie de Crotalaria, misma que ha sido
reportada por Nuhu (1999) quién menciona que esta especie es consumida por el
ganado y por la poblacién humana en Africa. Asimismo, la poblacién general en
Zaria y, por extension, Nigeria parece desconocer la toxicidad potencial de estas
plantas. Esto es importante, especialmente porque los estudios han demostrado
gue cantidades muy pequefias pueden producir efectos toxicos a veces mucho
después del consumo. Estos efectos toxicos son asociados a los alcaloides
pirrolizidinicos como la monocrotalina y la retrorsina presentes en esta especie
(Schoental y Head, 1995). Sin embargo, en medicina y administrados a dosis
recomendadas, la monocrotalina y retrorsina han mostrado que aplicados via piel o
inyectadas a ratas y ratones ayudan a la regeneracion de los hepatocitos
trasplantados al higado llevando a la repoblacién de estas células transplantadas y
regenerando el higado dafado (Shafritz, 2015). En algunas investigaciones
sugieren que la hoja de C. retusa es una fuente de compuestos fendlicos con
importantes propiedades antioxidantes. El extracto del tallo de C. retusa es eficaz
para inhibir el crecimiento de células cancerosas Jurkat, MCF 7 y PC 3. Sin
embargo, su citotoxicidad hacia las células normales (WRL 68) lo convierte en una

alternativa quimioterapéutica menos deseable (Anim et al., 2016). Por otro lado, el
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alcaloide monocrotalina ha mostrado alta toxicidad para células cancerosas VERO
(rifidn) y HelLa (cervical) a dosis que no pueden ser explotadas para aplicacion
terapéutica debido a su alta toxicidad (Srinivas et al., 2014), por lo que moléculas in
silico se estan tratando de disefiar para reducir la toxicidad de este alcaloide sin

afectar su actividad biologica.

2.4.1. Alcaloides pirrolizidinicos

Los alcaloides son bases nitrogenadas organicas, comunmente con un anillo
heterociclico, con caracteristicas toxicas y efectos farmacol6gicos en humanos y
animales. Son derivados de los productos originados en el metabolismo secundario,
siendo los principales precursores aminoacidos como fenilalanina (Phe, F), tirosina
(Tyr, Y), triptéfano (Trp, W), ornitina (Orn), y lisina (Lys, K). El término de alcaloides
pirrozilidinicos (AP) se refiere a un grupo de mas de 350 compuestos individuales
con presencia restringida en ciertas familias, que contienen un nucleo
pirrolizidinicos. La base del sistema es un amino alcohol (necina) que se origina de
la ornitina o arginina via la putrescina, y puede ser esterificado con acidos necico o
alcaloides de oOxidos de N (Dreger et al.,, 2009). Los alcaloides pirrolizidinicos
basicos, se acumulan mas en las semillas mientras que los 6xidos-N de estos
alcaloides se concentrarian en las partes verdes de las plantas. Por otra parte, mas
de 6000 especies de plantas son productoras de AP; sin embargo, son pocas las
familias botanicas que en general los producen, ya que estas sustancias se
encuentran principalmente en las familias Boraginaceae (varios géneros),
Asteraceae (tribus Senecioneae y Eupatorieae), Orchidaceae (9 géneros) y
Fabaceae (género Crotalaria); sélo es ubicuo género Senecio, representa mas de
3000 especies distribuidas en todo el globo (Elika, 2013). Los AP, en areas naturales
se encuentran entre las toxinas mas ampliamente distribuidos que afectan a la vida
silvestre y ganado. Sin embargo, las intoxicaciones agudas causadas por los AP
son raros (EFSA, 2007). Estan considerados como hepatotoxinas, pneumotoxinas
0 genotoxinas. A nivel mundial no existe un limite legal para la presencia de los AP
en los alimentos para consumo humano y animal. Las posibles rutas de exposicion

a los AP en los humanos serian la ingestion de plantas y granos que contiene AP,
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el consumo de miel contaminada con AP, y la exposicion a alimentos de origen
animal contaminados (leche y huevos). En algunos paises se ha observado que el
consumo de tés, hierbas medicinales, hojas, condimentos de especies que
contienen AP, de lotes de granos contaminados con semillas que los contienen o
del consumo de mieles contaminadas con polen de estas especies, aun a dosis
bajas, es el origen del sindrome de obstruccion sinusoidal hepética, necrosis
hemorragica y una rapida falla del higado, especialmente si esta presente el
alcaloide 1,2-dehidropirrolizidine, de ahi la importancia de conocer el tipo de
alcaloide presente y su concentracion en los alimentos para tomar iniciativas que
reduzcan su nivel (Edgar et al., 2015). En el caso de Crotalaria spp., los principales
AP son la monocrotalina y la tricodesmina (Elika, 2013). No fue posible encontrar
informacion sobre contenido de alcaloides pirrolizidinicos (AP) en hojas de C.
longirostrata. En semillas, la evaluacion de AP de 41 especies de Crotalaria mostré
un rango de variacién de 0 a 3.85%, con un contenido de s6lo 0.37% en las semillas
de C. longirostrata (Williams y Molyneux, 1987). En contraste se registré un alto
contenido de AP en las semillas de C. spectabilis Roth # 3 CVTSP (3.85%), C. retusa
L. (2.69%), C. alata Leveille (1.60%), C. quinquefolia L. (1.19%) y C. argyrolobioides
Bak. (1.01%). El uso de semillas de Crotalaria con altos contenidos de AP puede
provocar la muerte. Las semillas de C. argyrolobioides produjeron signos de
toxicidad, pero no la muerte, cuando se alimentaron pollos a una dosis de 10 mg g
! peso vivo, mientras que las semillas de las otras especies fueron 100% letales
cuando los pollos se alimentaron con dosis de 2 a 6 mg g de peso vivo. Las semillas
de las otras especies como C. longirostrata que presentaron menos de 0.6% de AP

no fueron téxicas para los pollos en dosis de 10 mg g de peso vivo.

2.5. Usos de C. longirostrata (Chipilin) y C. retusa (Ala de pico)

a. Uso en alimentacion

Se consumen las hojas y los brotes tiernos en diferentes formas tanto de Chipilin
como de Ala de pico (Bautista-Cruz et al., 2011; Castro-Lara et al., 2014). La hoja

de Chipilin es rica en proteina con un rango que va de 23.1 a 38.3%, dependiendo
de las condiciones ambientales, del sitio de recolecta y estado de madurez de la
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planta (Arias et al., 2003; Juarez-Fuentes et al., 2013; Pérez-Cornelio, 2016).
Presenta también alto contenido en lisina, por esta razén es un excelente
complemento de los cereales. Ademas, posee un elevado contenido de carotenos
con alta biodisponibilidad (Cobon, 1988). Por sus caracteristicas, las hojas de
chipilin se usan en la elaboracion de tamales (Fernandez et al., 2013), también se
puede utilizar un 5% de Chipilin en forma deshidratada, para fabricar galletas
nutritivas (Palacios et al., 2017). En un uso reciente Chulim et al. (2018) utilizaron la

hoja procesada como sustituto de harina en el pan vegano.
b. Uso medicinal

El Chipilin ha sido reportado con propiedades para la cura de diversos
padecimientos, entre los que podemos mencionar: Anemia: para la cura de este
caso, se cuece la hierba mora con Chipilin, se le agregan dos gotas de limoén y se
consume. Alcoholismo: se usa para curar este mal, se cuece la raiz y se bebe la
cuarta parte de la copa una vez al dia, no debe beberse méas porque puede causar
envenenamiento. Insomnio: se cuecen las hojas de Chipilin y se consume como té
ya que las infusiones de Chipilin tienen efecto positivo para controlar el insomnio y
alarga el tiempo del suefio. En dosis moderadas tiene efecto sedativo y sindptico
sin llegar a la toxicidad (Cobon, 1988).

Estas propiedades han sido demostradas en estudios que indican que los extractos
acuosos de hojas frescas y extractos etandlicos de hojas secas, en dosis de 100 a
500 mg kg de peso en ratas albinas, inducen al suefio sin causar toxicidad; siendo
el responsable de ello un complejo de principios activos compuesto por alcaloides,
polifenoles y taninos (Mejia, 1989; Morton, 1994). Otras especies de Crotalaria,
entre ellas Ala de pico, se utilizan en Nigeria (Nwude e Ibrahim, 1980; Nwude e
Ebong, 1980) y, de hecho, en todo el mundo en la practica médica tradicional y
como alimento. Su toxicidad y efectos hepaticos en humanos y ganado también
estan bien documentados en otros lugares, aunque esto no ha sido bien reconocido
por la poblacién que utiliza las plantas. La comprension de los usos etnomedicinales
de diferentes especies y sus efectos en salud es importante ya que la medicina

tradicional en Africa cubre mas del 70% de las necesidades medicinales de las
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personas (Sofowora, 1993). Los diferentes usos de esta especie se muestran en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Usos en medicina tradicional de Crotalaria retusa en diferentes partes
del mundo (Nuhu, 1999).

Motivo de ingestion Forma de utilizacion Pais donde se
(problema de salud) utiliza
Sarna Planta entera, decoccién (bafio). Africa
India
Enfermedad venérea Plantas enteras mas potasa, hervidas India
para beber. E. Africa
Cdlicos estomacales y Asado de alcaravea negra, mezclado India
flatulencias con planta de C. retusa en polvo, Ghana
tomado en pequefas cantidades Afganistan
Ecuador
Pérdida de la Flor aplastada y potasa agregada, Nigeria
menstruacion cocida en sopa (bebida) Zaria
Muy buscados en materia  Los versos del Coran escritos y lavados Jamaica
de amor, aceptacion, etc.  se combinan con el polvo de cualquier Tanzania
especie de Crotalaria. India
Para alejar a las Las semillas se esparcen en llamas W. india
serpientes para producir humo. Sri Lanka

c) Abono verde, forraje y fibra

Crotalaria longirostrata es rica en fibras por lo que puede ser utilizada para la
elaboracion de papel, y su follaje utilizado como forraje (Rodriguez et al., 1998; Arias
et al., 2003). C. retusa se planta con frecuencia en sistemas agroforestales para ser
utilizado en la produccién de fibra, forraje y abono verde, como cubierta de tierra 'y

mejorar las condiciones del suelo (CABI, 2016).

2.6. Estrategias de manejo agronomico para incrementar biomasa foliar y
calidad

2.6.1. Cortes sucesivos al follaje y frecuencia de corte

Diversos estudios en leguminosas indican que una forma de incrementar el
rendimiento de biomasa aérea es aplicando cortes sucesivos al follaje para
promover el rebrote al eliminar la dominancia apical (Hernandez et al., 1992;

Salemaa y Sievanen, 2002; Dun et al.,, 2006). Al respecto, en estudios de
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crecimiento foliar en gramineas y leguminosas se ha observado que los cortes
sucesivos del follaje influyen en el rendimiento de la biomasa aérea, el cual
disminuye conforme avanza la edad del rebrote (Hernandez et al., 1992; Pérez et
al., 2002; Kabi y Bareeba, 2007). Otro aspecto importante es la velocidad del rebrote
entre defoliaciones o cortes sucesivos, para entender el efecto de la frecuencia e
intensidad de cosecha en el rendimiento de la biomasa aérea (Pérez et al., 2002;
Herndndez et al., 1992). En alfalfa, la leguminosa mas expandida en zonas
templadas para la alimentacion animal, la frecuencia de corte se define
estacionalmente, con base en la velocidad de crecimiento de la planta, para lograr
los maximos rendimientos anuales de forraje y mantener su persistencia (Villegas
et al.,, 2006). En otras especies de Crotalaria, como Crotalaria juncea, se ha
estudiado la respuesta a un solo corte por encima del nodo 4 0 10 a las 6, 8 0 10
semanas después de la siembra bajo longitudes de onda cortas (inductivas) o
largas, sobre el crecimiento, floracibn y produccibn de forraje
(Kessler y Shelton, 2008). Los efectos deletéreos iniciales del corte en los 6rganos
de la planta afectan en el siguiente orden: nédulos> raices> brotes. Un fotoperiodo
de 11.4 h, retraso la floracion e incremento la proporcion de hojas de 21.0 a 32.4%.
El follaje obtenido del corte a las seis semanas presenté un alto contenido de
nitrogeno de la hoja (3.5-5.3%) en comparacion con el tallo (0.6-1.7%), lo que

proporcion6 una produccion de forraje de buena calidad.

2.6.2. Fertilizacién

La cantidad de nitrdgeno necesaria para un crecimiento 6ptimo de los cultivos se
puede satisfacer con fuentes de nitrégeno organico e inorganico (Nasholm et al.,
2009). En la familia Fabaceae, a través de la fijacion biolégica del nitrégeno
atmosférico al suelo, se reduce el nitrbgeno a amonio. La eficiencia de fijacion
biologica de nitrogeno se ve afectada por la aplicacion de grandes cantidades de
fertilizante nitrogenado al suelo (Trabulsiy Abed, 1986), ya que reduce la nodulacion
y la actividad de la nitrogenasa (Heggo y Barakah, 2004). Segun Zhu et al. (1996),
la aplicacion de nitrégeno en dosis de 100 kg ha! a las especies de leguminosas

puede afectar negativamente la formacion de nddulos radiculares, el tamafio y el
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peso de los nddulos. Trabulsi y Abed (1986) encontraron que la aplicacién de 120
kg ha* de nitrégeno aplicado al suelo suprimié sustancialmente la nodulacién de las
raices de alfalfa y soya. Camarillo (2014) indica que, para mantener una produccion
de hojas de Chipilin de calidad con fines comerciales, la aportacion de nitrogeno al
suelo via la fijacion bioldgica realizada por los nédulos no es suficiente, por lo que
se requiere adicionar nitrégeno mineral superior a 80 kg de N hal. Al contrario, el
nivel de fésforo y azufre en el suelo favorece la nodulacién, actuando en forma
directa sobre la fijacion biolégica de nitrdgeno o bien, indirectamente, a través del

estado general de la planta (Pietrarelli et al., 2008).

En el caso de las especies de Crotalaria, se ha observado que una forma de reducir
la concentracién de alcaloides pirrolizidinicos (AP) es aplicando nitrégeno a la
planta, lo que conlleva la inhibicibn de la nodulacion. Los AP en Crotalaria
spectabilis son detectables solo cuando las plantas forman nédulos después de la
infeccion de Rhizobium. Estos compuestos son parte de los mecanismos de defensa
de la planta contra los herbivoros (Irmer et al., 2015). Por lo que al inhibir la
nodulacién se podria inhibir la sintesis de AP, aunque como ya se menciono
anteriormente la inhibicién de la nodulacion puede afectar el crecimiento de la planta

también.

2.6.3. Densidad de plantas

El incremento en el area foliar en el tiempo depende de la densidad de plantas, del
namero de tallos por planta, del desarrollo del tallo y de la expansion individual de
cada hoja. La densidad de plantas presentes afecta la disponibilidad de luz. Al
incrementarse la densidad de plantas, puede haber sombreo entre las mismas
afectando la entrada de luz al dosel, lo que afectaria la morfogénesis y expansion
del area foliar. El desarrollo de ramas y el nimero de brotes por planta son los
componentes del area foliar mas afectados por la disponibilidad de luz. En alfalfa,
la competencia luminica severa afecta el desarrollo del eje primario y la demografia
de las plantas de alfalfa bajo alta competicion (Baldissera et al., 2014), lo que afecta

el rendimiento de biomasa foliar.
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CAPITULO Ill. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material bioldgico

Durante los meses de febrero y abril del 2017 se recolectaron vainas secas de dos
especies de Crotalaria: una especie comestible conocida como Chipilin (C.
longirostrata) del Banco de especies forrajeras del INIFAP, Tabasco (Figura 3), y
una especie exotica conocida como Ala de pico (C. retusa L.) localizada sobre la
carretera Costera del Golfo/Cd. del Carmen /Villahermosa - Frontera/México 180 E
con coordenadas 18°18'18.3"N y 92°48'03.9"W, la cual presenta un alto contenido
de alcaloides pirrolizidinicos de acuerdo a reportes de la literatura (Jaca et al.,2013)
(Figura 4).

Las vainas recolectadas fueron contadas. En grupos de 100 vainas por triplicado,
fueron pesados y separados en sus componentes (vainas y semillas). Cada

componente fue pesado y las semillas contadas.

El material recolectado de cada procedencia fue etiquetado con el nombre del sitio,
fecha, coordenadas geogréaficas y caracteristicas del sitio de colecta, y guardadas
en bolsas de papel estraza a temperatura ambiente en el Laboratorio de Fisiologia

Vegetal del Colegio de Postgraduados-Campus Tabasco.

Figura 3. Planta en floracién de C. longirostrata procedentes del Banco de especies
forrajeras INIFAP, Huimanguillo, Tabasco (a). Vainas y semillas de C. longirostrata
extraidas en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal del recinto Campus Tabasco (b).
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Figura 4. Planta en floracion de C. retusa L. (a). Vainas y semillas de C. retusa.
Laboratorio de Fisiologia Vegetal del recinto Campus Tabasco (b).

3.1.1. Sitio experimental

El experimento se realizé en condiciones de invernadero, en el area de Fisiologia
Vegetal del Colegio de Postgraduados-Campus Tabasco; del 14 de mayo al 04 de
diciembre de 2018.

3.1.2. Disefio experimental y tratamientos

Para generar los tratamientos se utilizé un disefio factorial 3x2x3 (Tres dosis de
fertilizantes: 0-0-0, 100-0-0, 0-60-0 kg ha! de N, P20s y K20, respectivamente; dos
especies de Crotalaria: C. longirostrata y C. retusa; y tres cortes, uno cada 30 dias),
lo cual generé 18 tratamientos que se establecieron en el invernadero en un arreglo

completamente al azar con seis repeticiones.

Para la siembra, las semillas de ambas especies de Crotalaria fueron desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min y pre-tratadas para liberarlas de la
latencia. De cada especie, el 14 de mayo 2018, se sembraron 3 semillas en bolsas
de vivero con capacidad de 5 kg con una mezcla de sustrato en la proporcién de
suelo: vermiculita (75:25), con seis repeticiones por especie. De cada maceta solo
se dejaban dos plantas. Cada maceta fue considerada como unidad experimental.
El riego se realiz6 manual, para mantener la hidratacion adecuada del suelo. El
sustrato fue analizado para conocer los contenidos iniciales de NPK, y el pH, de
acuerdo a las NOM-021-RECANAT-2000, 2002. Los tratamientos de fertilizacion se

aplicaron un mes después de la siembra.
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3.1.3. Manejo del experimento

Durante el desarrollo del cultivo se aplic6 el riego manual, para mantener la
humedad adecuada del sustrato. Cada semana se rotaron las unidades
experimentales (bolsas de vivero) para evitar el efecto de sombreo en el
invernadero. Se llevé un registro de la presencia de plagas y enfermedades.

3.1.4. Variables de estudio

En cada tratamiento, a los dos meses después de la siembra se realizd un corte de
uniformidad a la altura del tercer nudo. Las variables de estudio se presentan a

continuacion:

3.2. Biomasa, area foliar y nédulos

Después del corte de uniformidad, en cada tratamiento los muestreos fueron cada
30 dias, realizando tres cortes sucesivos. En cada corte, se pesé la biomasa total
por repeticion y se separaron en sus componentes; hojas, tallos y raiz. Se midio el
area foliar con el integrador de area foliar marca LI-3100. Los nddulos se separaron
de las raices y se contaron. Se verifico su actividad a través del andlisis del color
interno de los mismos. Todos los componentes por separado, con excepcion de los
nodulos, fueron secados a 50°C por 48 h, en una estufa de aire forzado. Las
muestras se trituraron en un molino tipo Willey para obtener una particula de 2 mm
aproximadamente para los andlisis correspondientes. Otra porcion fue utilizada para
obtener el porcentaje de humedad de la materia seca. La tasa relativa de
crecimiento (TRC) de los rebrotes que indica la acumulacion de biomasa por dia,
fue calculada mensualmente a partir de los datos de biomasa de cada componente
con la féormula siguiente:

InP? —InP?

TRC = W = gg‘ldia‘l

P= peso seco aéreo (biomasa) de la planta en cualquier intervalo de tiempo.

t= tiempo.
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3.3. Materia secay humedad

Para determinar el contenido de materia seca (MS) de los diferentes 6rganos de las
plantas de Crotalaria, se utilizd la metodologia de la AOAC (2005). Se tomaron al
azar cuatro plantas completas (2 bolsas de vivero) por fecha de muestreo (22 de
agosto, 29 octubre y 4 de diciembre del 2018) y se separaron en sus componentes:
hojas, tallos y raiz. Se registré el peso en fresco de cada uno de los componentes
anteriormente mencionados; se colocaron por separado en bolsas de papel
etiguetadas y se secaron en la estufa de aire forzado a 60°C por 72 h. Se registré
el peso seco de cada muestra y por diferencia de peso entre la muestra hUmeda y
seca se obtuvo el porcentaje de humedad y el contenido de MS, de acuerdo a la
formula:

Peso de muestra himeda-Peso de muestra seca

0 =
% Humedad Peso de muestra himeda x 100

% Materia seca = 100 - % Humedad

3.4. Determinacion de la concentracién de clorofila

Para determinar la concentracion de clorofila se tomaron, en hojas maduras
diferentes, tres discos foliares de 1 cm? por cada tratamiento y repeticién al
momento de la cosecha de cada corte. Los discos foliares se colocaron en tubos de
ensaye con 5 mL de N, N- Dimetilformamida. Estos se mantuvieron en oscuridad
durante 24 h. Al término de 24 h, se midieron las absorbancias a 470, 647 y 664 nm
en un espectrofotometro uV-VIS marca Thermo Scientific modelo Multiskan Go. La
concentracion de clorofila a, b, total y de carotenoides se calculé de acuerdo a
Moran (1982) y Wellburn (1994).

3.5. Indice diferencial de vegetacion normalizado (NDVI)

Con el Sensor portétii GreenSeekerTM se determind la medicién del indice
diferencial de vegetacién normalizado (NDVI) o indice de reflectancia (NDVI por sus
siglas en inglés). Este indice indica la fraccion de la energia incidente reflejada por
la hoja y se calcula a partir de las mediciones de esta reflectancia en el rango de luz

roja e infrarrojo cercano del espectro. EI NDVI ha sido correlacionado con
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numerosas variables como las relacionadas con las deficiencias de N, el estrés
hidrico y el rendimiento, sin embargo, este indice es mas bien una medida del
crecimiento integral de ahi que la mejor correlacion observada es con la
acumulacion de biomasa. La variabilidad de éste indice no esta relacionada con una
sola caracteristica de la planta o del suelo, por lo cual es necesario tener una idea

del factor limitante de crecimiento del cultivo (Verhulst et al., 2010).

Para medir el NDVI en el experimento, se tomaron 10 lecturas al azar a una altura
de 60 cm del dosel de la planta por tratamiento antes de cada corte, manteniendo

el sensor en posicion horizontal (Figura 5).

[

Figura 5. Vista del GreenSeekerTM y de la toma de la lectura en el experimento

3.6. Proteina cruda (PC)

EL contenido de proteina cruda en hojas y tallos se calculé a partir de la
concentracion de nitrégeno total multiplicAndolo por el factor 6.25 de acuerdo con la
metodologia establecida por la AOAC (2005). El nitrégeno total se cuantifico
mediante el método de semi-micro-Kjeldahl. Se pesé por triplicado 0.1 g de material
molido de cada especie, incluyendo una muestra estandar de concentracion
conocida de Nitrégeno total como referencia. Estos fueron colocados en tubos de
ensaye donde se adicion6 3 mL de &cido sulfarico (H2SO4) y 1 g de mezcla
catalizadora compuesta de sulfato de potasio (K2S0Oa4) y sulfato de cobre (Cu2SOa).

Todo se homogeniz6 en vortex. Posteriormente se procedié a la digestion de las
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muestras en block digestor Tecator, alcanzando una temperatura de 360°C, por
cuatro horas de digestidn, hasta que las muestras en ebullicion se tornaron de color
verde-azulado, cristalino y claro. Las muestras digeridas se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se destilaron en un equipo Labconco, modelo 200830 USA,
agregandoles 10 mL de hidréxido de sodio 10 N. El destilado se recuperé en
matraces que contenian 6 mL de acido borico al 4% con indicador, los que fueron
titulados con acido clorhidrico 0.1 N valorado, formando por cada equivalente de
boro-amoniaco, un equivalente de sulfato-amoniaco (sulfato de amonio), en donde
un mL de acido clorhidrico neutraliza 0.014 g de nitrégeno en forma de ion amonio.
Los calculos para determinar el porcentaje de nitrégeno total fueron:

(G HCI-G HCI blanco) (N HCI)(1 .4)X

o Nt=
% Nt Peso de la muestra

6.25

Donde:

Nt = Nitrogeno total

G HCI= Gasto &cido clorhidrico

G HCI blanco= Gasto acido clorhidrico blanco

N HCI= Normalidad del acido clorhidrico

1.4= Factor de ajuste para Nitrégeno (0.014 miliequivalentes multiplicado por 100).

3.7. Determinacién de cenizas

Se determinaron las cenizas segun la AOAC (2005). Se pesaron de 0.5 a 1 g de
muestra en crisoles previamente tarados y se sometieron a calcinaciéon a 550°C
durante 5 h en una mufla TSW modelo “J”. Después de este tiempo se colocaron en
un desecador enfriandose hasta temperatura ambiente y se pesaron. Para

determinar la cantidad de cenizas presentes en la muestra se utilizé la formula:

Peso’ =(Peso crisol+ muestra)-(Peso crisol+ cenizas)x 100

% Cenizas = 100 - Peso’
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3.8. Determinacion de grasa

El contenido de grasa se determind mediante la técnica descrita por la AOAC
(2005). Se pesaron por duplicado de 1.5 g de muestra de cada especie y se
colocaron en un papel filtro dentro de un dedal donde se fijaron en los porta-dedales
del equipo de extraccion marca Goldfish modelo TE-044-8/50 Brasil. Se agregaron
80 mL de éter de petréleo a los matraces del equipo (mismos que previamente se
secaron a 65°C a peso constante y se registro el peso de cada uno). Estos se fijaron
al condensador y se extrajeron por reflujo en un periodo de 4 h a temperatura
constante de 125°C. Finalizando el tiempo de extraccion, los matraces se colocaron

en una estufa a 65°C durante 30 minutos para liberar residuos de éter de petrdleo.

Después de este tiempo se colocaron en un desecador donde se enfriaron a
temperatura ambiente y se pesaron nuevamente. Se calculd el porcentaje de

extracto en base seca utilizando la siguiente ecuacion:

Peso de matraz con residuo-Peso de matraz vacio
% EE (Base seca)= Peso de muestra (g) x 100

3.9. Determinacion de azUcares solubles totales

Los azUcares solubles totales se determinaron por el método de Antrona (Yemm y
Wills, 1954), usando glucosa como estandar. Para la extraccion se utilizaron los
residuos sin grasa obtenidos de la determinacion de grasa. De estos se pesaron
200 mg de muestra previamente desengrasada y seca, por cada corte y por
tratamiento, en tubos de ensaye de 20 mL. A cada muestra se le agregaron 3 mL
de etanol absoluto y se colocaron en bafio Maria a 70°C por 5 min. Al término, el
sobrante (extracto) se recuperd en un matraz Erlenmeyer de 25 mL. Este proceso

se repitié cuatro veces mas.

El residuo fue secado a temperatura ambiente, el extracto fue conservado a 4°C
para la determinacion de almidén. El extracto obtenido fue secado en una plancha
de calentamiento a 50°C bajo campana de extraccion hasta su evaporacion total;
entonces fue resuspendido en 1 mL de agua destilada. Y se conservo a 4°C hasta

su uso. Para la cuantificacion de azucares totales, se tomaran 300 yL de cada
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solucion estandar y 100 yL de cada muestra, se le agregaran 300 yL de agua
destilada y 3 mL de Antrona (200 mg de Antrona en 5 mL de etanol al 80% y 95 mL
de acido sulfurico al 70 %). Se mezclaron en vortex y se enfriaron en bafio de hielo
durante 5 min. Posteriormente se incubaron a 100°C en bafio Maria durante 10 min,

se dejaron enfriar a temperatura ambiente para medir la absorbancia.

A 625 nm en un espectrofotbmetro (Thermo Scientific, Multiskan Go), previamente
las muestras fueron diluidas a 1:20. La solucion stock de glucosa fue preparada a
una concentracion de 2.5 mg mL?, a partir de esta se preparé una curva de

calibracién con concentraciones de glucosa de 0, 50, 100, 150, 200 y 250 pug mL™.

3.10. Determinacién de polifenoles totales, PFT

La determinacion del contenido de polifenoles totales en las muestras se llevo a
cabo mediante el método descrito por Makkar (2003). Para su extraccion se
utilizaron los residuos sin grasa obtenidos de la determinacién de grasa, se pesaron
por duplicado 250 mg, en tubos eppendorf de 1.5 mL. La extraccién se realizé por
agitacion (1 min. en vortex) con 1 mL de metanol al 80% (CH3OH), y después
colocadas en bafio Maria a 50°C por 15 min. Al término la muestra se centrifugé a
10,000 rpm por 15 min en una microcentrifuga Thermo Fischer Scientific, modelo
11210800. El sobrenadante se recuperé en otro tubo eppendorf, el residuo se lavo
nuevamente, se agregaron 0.5 mL de metanol al 100%, se mezcl6 y centrifugo.
Ambos sobrenadantes se recuperaron y el volumen final se ajusté a 1.5 mL con
agua destilada. Todo se almacend a 4°C protegido de la luz. Para la cuantificacion,
se tomaron 200 pL del extracto obtenido, agregando 1.5 mL de agua destilada, 100
pL del reactivo Folin-Denis al 50% y 200 uL de carbonato de sodio anhidro al 15%
(Naz2CO:s).

Los contenidos se mezclaron en vortex y se incubaron por 30 min en la oscuridad.
La curva de calibracion se preparé a partir de una solucion stock de 100 pg mL* de
acido galico (3, 4, 5- Trihdroxibenzoic acid, SIGMA-ALDRICH® St. Luis, MO USA),

de la cual se realizaron soluciones estandar de 0 a 100 pg mL* (Cuadro 3).
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La absorbancia se ley6 a 765 nm en un espectrometro uV-VIS (Multiskan Go model
51119300; Thermo Fischer Scientific, FI-011621 Vantaa, Finland).

Cuadro 3. Concentracion de acido galico para la curva de calibracién usada en la
cuantificacion de Polifenoles Totales

No ML tomados Stock de &cido pL de agua Concentracion de &cido
' gélico 100, ug mL* destilada gélico, ug mL*
Blanco 0 200 0
1 40 160 20
2 80 120 40
3 120 80 60
4 160 40 80
5 200 0 100

3.11. Determinacion de fibra dietética total, FDT

Para la cuantificacion de FDT se sigui6é el método descrito por la AOAC (1995) y
Sotelo et al. (2008), utilizando el kit para fibra dietética total de SIGMA® (TDF-100A
Kit). 0.3 g de cada muestra desengrasada con hexano se colocaron, por duplicado,
en tubos de centrifuga con tapa. A cada tubo se le adicionaron 15 mL de buffer de
fosfato 0.08 M ajustado a pH 6.0 £ 0.2 con NaOH 0.275 N o HCL 0.325 N, enseguida
se anadieron 30 uL de a-amilasa termoestable, y las muestras se incubaron a 95°C
por 35 min, posteriormente se enfriaron a temperatura ambiente. Nuevamente, el
pH de cada muestra se ajusto a 7.5 £ 0.2 con NaOH 0.275 N, se agregaron 30 uL
de proteasa (25 mg mL* en buffer de fosfato pH 6.0) y se incubaron a 60°C por 35

min en agitacion constante.

Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente, ajustando el pH a 4.5 + 0.1 con
HCI 0.325 N, se afadieron 30 pyL de amiloglucosidasa y se incubaron por 35 min a
60°C con agitacién constante. A cada muestra se agregaron 73 mL de etanol al 95
% y se dejaron reposar toda la noche a temperatura ambiente. Al término, la
solucion se filtré al vacio en crisol Gooch con cama de celita previamente pesada
(P1) usando tres porciones de 6 mL de etanol al 78%. Este ultimo paso se modificd
debido a la falta de crisoles Gooch, por lo que cada muestra se filtré en papel filtro

Whatman No. 40 diametro 110 mm previamente pesados (P1), enseguida, el residuo
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se lavé con dos porciones de 3 mL de etanol al 95%, y dos porciones de 3 mL de
acetona. Al término el papel filtro con el residuo se dejo secar en estufa de aire
forzado a 70°C por 12 h. Al enfriarse, se peso el papel filtro con el residuo (P2) y se
procedié a pulverizar el residuo y tomar 0.1 g por duplicado para la determinacion
de proteina por método de Kjeldahl, y el resto se colocé en un crisol para determinar
cenizas a 450°C durante 5 h, posteriormente se enfrid hasta peso constante (P3).
Todas las pesadas se realizaron en balanza analitica marca ADAM® Modelo PW
254,

El total de la fibra dietética fue el peso del residuo menos el peso de las proteinas,

cenizas y el blanco.
% FDT= ((muestra R-muestra P-muestra C-B) / PSM) * 100

Peso del residuo = P2-P1
Peso de la ceniza = P3-P1

B= R blanco-P blanco- C blanco

Donde:

FDT = fibra dietética total

R = peso promedio de los residuos corresponden a la definicion P2 - P1 (mQ)
P = peso promedio de proteina (mg)

C = peso promedio de la ceniza (mg) o (Ps - P1)

B = peso promedio del blanco

PSM= peso seco de la muestra inicial (mg).

3.2. Analisis estadistico

Los datos fueron registrados en Excel® y analizados usando PROC MIXED de SAS
(SAS, 2010), para medidas repetidas. El modelo incluyd para cada variable de

respuesta, materia seca, area foliar, pigmentos fotosintéticos, NDVI y compaosicion
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quimica, los efectos de la especie, fertilizacidn, corte y sus interacciones. El corte
fue el factor de medida repetida. Las interacciones se analizaron utilizando la opcion
SLICE del PROC MIXED (SAS, 2010). El modelo fue:

Yik= M + Si + Fj + Ck+ (S*F)ij+ (S*C)ik + (F*C)ik + (S*F*C)ijk + Eiju

Donde Yik= Es la variable de respuesta de la I-ésima unidad experimental del nivel
i del factor A, del nivel j del factor B y del nivel k del factor C, u es la media general,
Si es el efecto del nivel i-ésimo del factor especie (factor A), Fj es el efecto del nivel
j-ésimo del factor fertilizacion (factor B), Ck es el efecto del nivel k-ésimo del factor

corte (factor C), y Ei el error experimental.

El esquema de aleatorizacion de los tratamientos sobre las unidades
experimentales fue mediante un disefio completamente al azar en arreglo factorial
2x3x3 con seis repeticiones, donde los factores fueron dos especies de Crotalaria,
tres dosis de fertilizacion (control, N y P) y tres cortes. Cuando los efectos fueron
significativos se realiz6 la prueba de comparacion multiple de medias, de acuerdo
con los criterios de Tukey (P<0.05).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PRODUCCION DE BIOMASA Y AREA FOLIAR DE C. longirostrata y C.
retusa EN RESPUESTA A CORTES SUCESIVOS Y FERTILIZACION
NITROGENADA Y FOSFATADA

4.1.1. Altura de tallo principal, longitud y didmetro de rebrotes

Como resultado de los muestreos realizados al follaje en C. longirostrata y C. retusa,
se observan diferencias significativas entre especies para la altura del tallo principal
y el numero de rebrotes por planta (Cuadro 4). La altura del tallo principal fue mayor
en C. longirostrata (35.2 cm) que en C. retusa (32.8 cm) durante todo el periodo de
evaluacion. El efecto de corte y de la interaccién especie*corte fueron significativas

para la altura del tallo principal, nimero, longitud y diametro de rebrotes.

La triple interaccion solo fue significativa para el nimero de rebrotes por planta. El
efecto de fertilizacion fue no significativo, excepto para el diametro de tallos de los
rebrotes. Los tratamientos sin fertilizacion y fertilizacion fosfatada presentaron el
mayor diametro (1.77 y 1.65 mm, respectivamente). En contraste, el tratamiento
nitrogenado presentd el menor diametro (1.52 mm) (Figura 6). Aungue la longitud y
el didmetro de los rebrotes disminuyeron por efecto del corte en ambas especies
(Cuadro 5), los tratamientos de fertilizacion no fueron significativos. En C. retusa la

longitud del rebrote disminuy6 solo a partir del tercer corte.

Cuadro 4. Cuadrados medios del ANOVA para la altura de planta, longitud,
diametro y nimero de rebrotes por planta en dos especies de Crotalaria en estudio.

Factor de Altura tallo Numero de Longitud de Diametro de
variacion g principal, cm rebrotes rebrotes planta?, rebrotes

' planta™ cm planta’, mm
Especie (E) 1 77.03** 29.98*** 11.89NS 0.06NS
Corte (C) 2 131.15%** 39.79*** 821.94*** 5.06***
Fertilizacion (F) 2 8.45NS 0.86NS 7.14NS 0.27**
E*C 2 34.03** 17.92%** 324.83*** 0.59%**
E*F 2 1.31INS 0.62NS 1.06NS 0.04NS
C*F 4 2.69NS 0.74NS 5.97NS 0.05NS
E*C*F 4 1.07NS 3.46* 25.32NS 0.04NS

Error 36 4.55 1.14 7.59 0.03

gL= grados de libertad, *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001, NS= No significativo
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Cuadro 5. Medias para altura del tallo principal, numero, longitud y diametro de
rebrotes en C. longirostrata y C. retusa.

Altura tallo  NUum. de rebrotes  Longitud Diametro
Especie Corte principal, cm planta? rebrote, cm rebrote, mm
1 39.85a 2.72c 29.70 a 2.27 a
C. longirostrata 2 33.78 b 4.34b 1561b 151b
3 32.11b 7.55a 13.42b 1.28c
1 34.35a 2.69c 23.19 a 2.06 a
C. retusa 2 32.43b 3.66 bc 25.81 a 1.85b
3 31.80b 3.79 bc 1255 b 0.94c

fLetras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

El nimero de rebrotes por planta se incrementd solo en C. longirostrata por efecto
del corte (Cuadro 5). Esta especie presentd el mayor numero de rebrotes por planta,
con 7.55 en el tercer corte. C. retusa mantuvo constante el nimero de rebrotes
durante todo el periodo de evaluacién (2.69 a 3.79), indicando una baja respuesta
al corte.
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0 .
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Figura 6. Diametro promedio de rebrotes después de la aplicacién de los cortes
sucesivos al follaje de C. longirostrata y C. retusa. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). Las barras indican el error
estandar.

La capacidad para emitir rebrotes de C. longirostrata después de la aplicacion del
corte a los tallos en crecimiento, parece ser el resultado de la interrupcion de la
dominancia apical, lo que estimula el crecimiento de los meristemos laterales del
tallo, forzando a la planta a completar su ciclo de vida generando mdultiples rebrotes

para la produccién de semillas tal como lo reportan Dun et al. (2006).
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En esta especie al forzar la planta a desarrollar los meristemos laterales a través de
cortes sucesivos parece representar un costo alto, por lo que la planta debe modular
el crecimiento y tamafio de las estructuras vegetativas en crecimiento, como fue el

caso, donde se redujo el diametro de los rebrotes.

4.1.2. Produccion de biomasay area foliar

El analisis de varianza mostro el efecto significativo de la especie y de la interaccion
especie*corte para todas las variables de biomasa, base seca, incluyendo el area
foliar (Cuadro 6). El efecto “significativo de la interaccion indica que el corte afecto
de manera diferencial a la biomasa de cada especie.

Cuadro 6. Cuadrado medio del andlisis de varianza para la biomasa de rebrotes
planta y el area foliar en las especies de Crotalaria en estudio.

MS total de  MS foliar de MS tallos de Area foliar de
Factor de rebrotes rebrotes rebrotes planta®  rebrotes planta’,
variacion planta? planta? cm?
g

Especie (E) 1 0.08* 0.04** 6.50% 78478***

Corte (C) 2 0.01NS 4.5%NS 2.20“NS 9499NS

Fertilizaciéon (F) 2 0.01 NS 5.0°NS 1.8%NS 30.7NS
E*C 2 0.035*** 0.16*** 0.04%** 349**

C*F 4 0.01NS 3.50NS 1.6°°NS 3124NS

E*F 2 0.01INS 4.4°NS 1.8%NS 2180NS

E*C*F 4 0.01INS 6.8°3NS 3.1%NS 3019NS
Error 36 0.01 0.05 1.408 3730

gL= grados de libertad, *=P<0.05, **=P<0.01, **=P<0.001, NS= No significativo

Entre especies, C. longirostrata presento la mayor area foliar de los rebrotes, la cual

disminuyd por el efecto del corte (Cuadro 7).

Respecto a la biomasa de rebrotes, las especies se comportaron diferente, mientras
la biomasa total, foliar y de tallos de los rebrotes en C. longirostrata se incrementé
del corte 1 al 3, en C. retusa disminuyd. La disminucion en las variables de biomasa
observada en el corte 2 de C. longirostrata pudo deberse al ataque de mosquita

blanca que sufrio esta especie durante este periodo, donde se perdieron rebrotes.
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Cuadro 7. Medias de la biomasa y area foliar de rebrotes por planta en dos especies
de Crotalaria en estudio.

MS total de  MS foliar de MS tallos de Area foliar de

Especie Corte rebrotes rebrotes rebrotes rebrotes
planta? planta? planta? planta’?, cm?
g
C. longirostrata 1 0.32 bc 0.20 b 0.11a 145.2 ab
2 0.17 cd 0.11c 0.05b 76.0b
3 0.48 a 0.33 a 0.15a 191.8 a
C. retusa 1 0.27 bc 0.19b 0.07b 87.3b
2 0.36 ab 0.22b 0.12 a 70.7b
3 0.11d 0.06 c 0.04 b 26.2c

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

La relacién hoja:tallo fue afectada por el corte y la interaccién especie*corte. Esta
relacion disminuye en ambas especies por efecto del corte (Cuadro 8), indicando

mayor la dominancia de los tallos sobre las hojas conforme avanzan los cortes.

Cuadro 8. Cuadrados medios del andlisis de varianza y medias de la interaccion
especie*corte para la relacidén hoja: tallo en las especies de Crotalaria en estudio.

Factor de variacion gL E;ngﬁg Especie Corte Media
Especie (E) 1 1.9%9NS 1 0.58 a
Corte (C) 2 0.47** C. longirostrata 2 0.38b
Fertilizacion (F) 2 2.2°93NS 3 0.29b
E*C 2 0.04*
C*F 4 0.005NS 1 0.63 a
E*F 2 0.005NS C. retusa 2 0.45b
E*C*F 4 0.01INS 3 0.13c
Error 18 0.01

gL= grados de libertad, *=P<0.05, *=P<0.01, ***=P<0.001, NS= No significativo

La tasa relativa de crecimiento (TRC), que indica la acumulacion diaria de biomasa
foliar de los rebrotes por planta, fue afectada por la interaccibn especie*corte
(Cuadro 9 y Figura 7A). La ganancia diaria de biomasa en los rebrotes para C.
longirostrata se dio en el periodo de septiembre y diciembre (corte 2 al 3). En
contraste en C. retusa la ganancia de biomasa diaria se presento en el primer
periodo (agosto a septiembre), lo que indica diferencias en crecimiento entre las dos

especies.
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Cuadro 9. Cuadrados medios del analisis de varianza y medias de la interaccion
especie*corte para la tasa relativa de crecimiento en dos especies de Crotalaria en
estudio.

Factor de Tasa relativa de crecimiento de la Tasa absoluta de
variacion gL biomasa foliar de rebrotes crecimiento
Especie (E) 1 8.19°NS 1.0%NS
Corte (C) 1 7.6°NS 9,503
Fertilizacion (F) 2 3.5NS 2.50°NS
E*C 1 1.7°03%x 0.02**
C*F 2 1.1%NS 6.294NS
E*F 2 3.6°NS 1.4°NS
E*C*F 2 5.0°5NS 2.99*NS
Error 24 9.7% 1.2

gL= grados de libertad, *=P<0.05, *=P<0.01, ***=P<0.001, NS= No significativo

La tasa absoluta de crecimiento (TAC) de la biomasa total, presentd diferencias
significativas entre corte y el efecto de la interaccion especie*corte (Cuadro 9). La
Figura 7B muestra el mismo comportamiento que para la TRC, aunque una mayor
acumulacion de biomasa del corte 2 al 3 para C. retusa, debido probablemente al

crecimiento radicular.
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Figura 7. Tasa relativa de crecimiento de la biomasa de rebrotes (A) y tasa absoluta
de crecimiento de la biomasa total (B) en dos especies de Crotalaria. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). Las barras
indican el error estandar.

4.1.2. Pigmentos fotosintéticos y NDVI

No se observo efecto de la especie ni de la fertilizacion en la concentracion de

pigmentos fotosintéticos en las dos especies de Crotalaria en estudio. Los cortes
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sucesivos aplicados a las especies de Crotalaria no afectaron la concentracion de
clorofila a, b y total ni la relacién clorofila a/b, pero si el indice de vegetacion de la

diferencia normalizada o indice de reflectancia del dosel (NDVI) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Concentracion de pigmentos fotosintéticos e indice de vegetacién de la
diferencia normalizada (NDVI) en hojas de C. longirostrata y C. retusa sometidas a
cortes sucesivos del follaje.

Clorofila Clorofila Clorofila Carotenoides Relacion

Especie Corte a b total /b NDVI
-1
pg mL

1 4.02at' 122a 5.24a 0.86 abc 402a 0.83b

C. longirostrata 2 40l1la 131a 532a 0.90 ab 3.05a 0.85ab
3 427a 1l43a 570a 0.59c 3.00a 0.86a

1 417a 1ll17a 534a 0.83 abc 357a 0.77c

C. retusa 2 464a 136a 6.00a 0.95a 391a 0.85ab

3 429a 1l47a 5.76a 0.66 bc 293a 0.73d

TLetras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Los carotenoides disminuyeron por efecto del corte. Este efecto negativo en
carotenoides por efecto del corte es importante ya que son fuente de provitamina A

y actividades antioxidantes (Jauregui et al., 2011).

El NDVI se incrementa en el tercer corte en C. longirostrata y disminuye en C.
retusa. Ademas, el NDVI presenté efecto de la especie, corte, fertilizacion, la
interaccion especie*fertilizacion y de especie*corte. Entre especies, C. longirostrata
presentd el mayor NDVI (0.85 + 0.0115), mientras el de C. retusa fue de 0.78 +
0.0115). La interaccion especie*fertilizacion para este indice se muestra en la Figura
8, en la que se observa que fue originada por la fertilizacion fosfatada. La
fertilizacion no mostré efecto en el NDVI de C. longirostrata, el cual se mantuvo
siempre superior al de C. retusa. En contraste, C. retusa con fertilizacion fosfatada

incrementd este indice.
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Figura 8. Efecto de la fertilizacién nitrogenada y fosfatada en el NDVI en las dos
especies de Crotalaria en estudio. Las barras indican el error estandar.

El NDVI es un indice de reflectancia espectral que puede estar correlacionado con
caracteristicas agronémicas y biofisicas del cultivo o de la planta. Se ha indicado
que puede predecir la actividad fotosintética de la planta por correlacionar con el
contenido y actividad de la clorofila y otros pigmentos fotosintéticos, al detectar la
longitud de onda reflejada en el infrarrojo cercano y el rojo (Verhulst et al., 2010;
Walter et al., 2015). En leguminosas, como el frijol, este indice ha mostrado una alta
correlaciéon con la biomasa del dosel, el indice de area foliar a etapas fenoldgicas

especificas y del rendimiento (Monteiro et al., 2012).

La relacion entre el NDVI y biomasa de rebrotes en los tratamientos de fertilizacion
para ambas especies de Crotalaria muestra una alta correlacion positiva para C.
retusa (0.89) y baja para C. longirostrata (0.48) (Figura 9). Es decir, siempre a mayor
biomasa de rebrotes mayor NDVI. Cuando se realiza la correlacion entre biomasa
de rebrotes y el NDVI en los tratamientos fertilizados, se observa una menor
correlacion entre estas dos variables (Figura 10). Los tratamientos fertilizados con
fésforo muestran mayor biomasa y mayor NDVI, en contraste los tratamientos con

nitrégeno presentaron la menor biomasa y el menor NDVI.
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Figura 9. Relacién entre el NDVI y la biomasa de rebrotes en las especies de
Crotalaria en estudio, con y sin fertilizacion nitrogenada y fosfatada. C=control,
N=Nitrégeno, P=Fdsforo.
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Figura 10. Efecto de la fertilizacion en la relacion NDVI y biomasa de rebrotes
planta® en las especies de Crotalaria en estudio.
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La relacion NDVI con pigmentos fotosintéticos fue alta y negativa con clorofila a
(r°=0.91) y clorofila b (r=0.58) (Figura 11).
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Figura 11. Relacion entre los pigmentos fotosintéticos y el NDVI con y sin
fertilizacion en dos especies de Crotalaria.

Esta relacion inversa estuvo relacionada con la fertilizacion nitrogenada, cuyas
plantas presentaron mayor clorofila a y b, pero menor NDVI. Por lo que no coincide
con Verhulst et al. (2010), quienes indican que plantas con un alto contenido de
clorofila también presentan un alto NDVI. M&s bien en nuestro caso, el menor NDVI
en las plantas fertilizadas indica que presentaron estrés por la adicién de nitrégeno
(Verhulst et al., 2010). Estos autores también indican que el NDVI no refleja el efecto
de un solo pardmetro y debe ser considerado como una medida de crecimiento
integral de la planta, por lo que puede estar relacionado con la biomasa, superficie
foliar, densidad del follaje como ya se observo en la Figura 9y 10). La relacion entre
NDVI y carotenoides fue positiva y baja (r>=0.38).
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4.1.3. Biomasa de raiz y nodulacion

Los datos analizados mostraron diferencias en la biomasa de raiz por efecto de la
especie, el corte, la fertilizacion y la interaccion especie*corte. En contraste el
namero de nodulos por planta mostré, ademas, efecto significativo en las
interacciones corte*fertilizacion, especie*fertilizacion y especie*corte*fertilizacion
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Cuadrados medios del Andlisis de varianza en biomasa de raiz y

numero de nédulos plantan en dos especies de Crotalaria en estudio.

L, Biomasa de raiz Numero de nédulos
Factor de variaciéon gL

planta’?, g planta

Especie (E) 1 0.76%** 1667+

Corte (C) 2 0.08** 1773***

Fertilizacion (F) 2 0.09** 1358***
E*C 2 0.06* 417>

C*F 4 0.009NS 424%**

E*F 2 0.0INS 584***
E*C*F 4 3.0°NS 286***
Error 18 0.009 10.80

gL= grados de libertad, *=P<0.05, *=P<0.01, ***=P<0.001, NS= No significativo

La biomasa de raiz fue afectada por la fertilizacion solo en C. longirostrata (Figura
12A). En esta especie la biomasa de raices disminuy6 con la fertilizacién, mientras

gue C. retusa mantuvo su biomasa radical con o sin fertilizacion.

La nodulacién presentd el mismo efecto que la biomasa de raiz (Figura 12B), pero
disminuyendo en ambas especies con la fertilizacion nitrogenada. La nodulacién en
C. longirostrata fue mayor en el tratamiento control (39.3 nddulos promedio planta
1) respecto a la fertilizacion fosfatada (18.3 nédulos promedio planta) y disminuyé
significativamente con la fertilizacién nitrogenada (4.3 nédulos promedio planta?).
En C. retusa, solo se observa disminucién de la nodulacién por efecto de la

fertilizacion nitrogenada.
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Figura 12. Efecto de la fertilizacién en la biomasa de raiz (A) y en la nodulacién (B)
de dos especies de Crotalaria. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

La reduccion o inhibicion de la nodulacién con la fertilizacion nitrogenada es
consecuencia de la afectacion en la simbiosis planta: Rhizobium lo que resulta en
una baja o nula fijacion bioldgica de N2 en leguminosas, lo que ha sido documentado
por diversos autores (Zhu et al. 1996; Heggo y Barakah, 2004; Xie et al., 2015). Sin
embargo, en Crotalaria juncea y Phaseolus vulgaris se ha observado que la
aplicacién de N mineral a dosis bajas 0 moderadas al inicio del ciclo de cultivo tiene
un efecto sinérgico con la fijacibn de N2 lo que lleva a una mayor nodulacion y
acumulacion de materia seca (Mendonga y Schiavinato, 2005; Mitova y Stancheva,
2013).

Este efecto no fue observado en este estudio con C. longirostrata (Figura 10),
probablemente debido a que la dosis aplicada, aunada a los contenidos de N en el
sustrato proporcionaron un alto contenido de N mineral disponible que inhibi6 la
simbiosis planta: Rhizobium afectando la fijacion biol6gica de Nz. Por otro lado, la
disminucién de la biomasa radical junto con la inhibicién de la nodulacién con la
fertilizacion nitrogenada, es similar a lo observado en alfalfa por Xie et al. (2015),
esto pudo conducir a una menor area de absorcion radical en los tratamientos de
fertilizacion, por lo que no se observaron incrementos en la concentracion de

pigmentos fotosintéticos ni en el rendimiento de biomasa foliar.
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Los cortes sucesivos al follaje de ambas especies de Crotalaria afectaron

Unicamente a la biomasa de raiz de la C. retusa (Cuadro 12).

Cuadro 12. Medias de la biomasa de raiz y nodulacién en dos especies de
Crotalaria en estudio.

Especie Corte  Materia seca raiz planta',g  NUmero de ndédulos planta™
C. longirostrata 1 0.25b 0.00 c
2 0.24 b 32.0a
3 0.29b 30.5a
C. retusa 1 0.38b 00c
2 0.62 a 11.0b
3 0.66 a 10.66 b

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Respecto a la nodulacion, esta se vio afectada positivamente en ambas especies
por efecto del corte, siendo mayor en C. longirostrata.

Este efecto de mayor nodulacién por efecto de los cortes puede deberse al estrés
causado por el corte mismo, lo que hace que la planta requiera mayor cantidad de
nutrientes para emitir nuevos brotes, principalmente nitrégeno, lo que la lleva a
producir mas nodulos para fijar este elemento via la fijacion biologica de N2 (Taiz y
Zieger, 2002, Marschner, 2012).

En la Figura 13 se muestran la morfologia de nédulos de C. longirostrata y C. retusa,

las cuales mostraron actividad de fijacién (color rojo intenso en el interior).

Figura 13. Morfologia de nddulos en C. longirostrata (a) y C. retusa (b). 0.65X.
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4.1.4. Plagas y enfermedades observadas durante el estudio

Los insectos pueden ser benéficos en pequefios cultivos como huertos de traspatios
y en la agricultura ya que promueven distintas interacciones ecoldgicas que son
vitales para los agroecosistemas, como la polinizacion, el almacenamiento de
carbono, el reciclaje de nutrientes, la regulacién de microclimas y de procesos
hidrologicos (Altieri, 1999; Altieri, 2002; Bengtsson et al., 2005). Sin embargo, los
cultivos son sistemas complejos donde también se presentan organismos

potencialmente dafiinos.

Durante este estudio se observd en las plantas de C. longirostrata y C. retusa
cultivadas en el invernadero, bajo las condiciones descritas en el capitulo lll, la
presencia de arafia roja en las hojas un mes después de la siembra, principalmente
en C. longirostrata. Por ello se aplicé Abamectina ® via foliar en todo el invernadero
y se continu6 con las aplicaciones de acuerdo a las indicaciones del insecticida. A
finales del mismo mes, se observd la presencia de hormigas y grillos, aplicando

polvo (Ant-StopePlus) en todo el perimetro del invernadero para su control.

En el trascurso de los meses que duré el experimento hubo presencia de gusanos
cortadores (Spodoptera sp), principalmente en el tallo, siendo menor su presencia
en hojas de C. retusa, erradicandolos manualmente, se observd que los gusanos

se escondian en el subsuelo de la planta (Figura 14).

Figura 14. Presencia del gusano cortador (Spodoptera sp) en C. retusa.

43



De agosto a septiembre 2018, se observo la presencia de cochinilla algodonosa
(Pseudococcus citri), en C. longirostrata. Para la eliminacion de esta plaga, las
plantas afectadas se lavaron con jabon y agua, y se separaron de las sanas
colocandolas en otra area del invernadero por unos dias para su recuperacion, y

poder integrarlas nuevamente al grupo (Figura 15).

Figura 15. Presencia de cochinilla algodonosa (Pseudococcus citri) en chipilin (C.
longirostrata).

En ambas especies antes del tercer corte (septiembre de 2018), se observé la
presencia de mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum), con mayor abundancia
en C. longirostrata; para su control se aplic6 un producto organico via foliar
preparado a base de agua, vinagre y jabén (Figura 16), el cual control6 la plaga,
pero defoli6 las plantas, afectando el muestreo, por lo tanto, este tuvo que ser

retrasado un mes.

Figura 16. Presencia de mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum) en chipilin
(C. longirostrata).
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Durante ese tiempo (septiembre y octubre) en C. retusa seguian presentandose los
gusanos cortadores (Spodoptera sp). Al mismo tiempo se detecto la presencia del
gusano medidor, gusano mas pequefio delgado y transparente en la especie de C.
longirostrata, mismo que provoco dafio a las hojas (Figura 17).

Figura 17. Presencia de gusano medidor y su efecto en hojas de C. longirostrata
durante el mes de octubre de 2019.

Debido a que la presencia de mosquita blanca continud, por lo cual fue necesario
fumigar con el insecticida de uso comercial Muralla Max, cuyo agente activo es
BETACYFLUTRIN 8.40% + IMIDACLOPRID 19.60%. Suspoemulsién» [8,4% en
peso equivale a 9% p/v; 19.6% en peso equivale a 21% p/v] de uso agricola,
aplicando via foliar cada siete dias para eliminarlas ya que también encontramos
cochinilla algodonosa; y en C. retusa empez0 a presentarse una especie de ceniza
blanca que formaba circulos y lleg6 a cubrir hojas y tallos, reportada en la literatura
como cenicilla polvorienta producida por Oidiopsis sp. (Velasquez-Valle et al.,
2017). Se realiz6 una primera aplicacion de Azoxystrobin SC, y una segunda a los
siete dias, pero no hubo efecto, y para el Gltimo corte, las plantas estaban totalmente

cubiertas de cenicilla en tallos y hojas (Figura 18).

Las Crotalarias a pesar de no ser plantas cultivadas de forma comercial, presentan
severos ataques de insectos por su rico follaje. La presencia de estas plagas afecto
la produccion de éarea foliar sin afectar los resultados del experimento, con la
excepcion de cuando se utilizé un tratamiento ecoldgico a base de ajo, vinagre y

jabén para el control de la mosquita blanca, lo que provocé defoliacién severa de
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ambas especies y se tuvo que aplazar el corte un mes, retrasando la toma de

muestras.

Figura 18. Presencia de cenicilla polvorienta (Oidiopsis sp.) en hojas de C. retusa.

De ahi que para mantener un follaje sano y comestible en produccién comercial del
chipilin es de suma importancia realizar ensayos con diferentes formulaciones

ecologicas, ya que es sumamente sensible a la aplicacion de diversas sustancias

que controlan plagas.
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4.2. CALIDAD NUTRITIVA DE C. longirostrata y C. retusa EN RESPUESTA A
CORTES SUCESIVOS Y FERTILIZACION NITROGENADA Y FOSFATADA

El analisis de varianza para los contenidos de proteina, cenizas y grasa cruda del
follaje de C. longirostrata y C. retusa se presentan en el Cuadro 13. Este analisis
mostro para proteina, ceniza y grasa cruda, tanto en hojas como en tallos, un efecto
significativo de especie, fertilizacion y corte (excepto cenizas en tallo), asi como sus
interacciones especie* fertilizacion para grasa cruda y proteina en tallos, especie*
corte solo en grasa en tallos. Ademas, en proteina en tallos, cenizas en hojas y
grasa en tallos, se observé efecto significativo para las interacciones y

especie*fertilizaciébn*corte.

Cuadro 13. Cuadrados medios del andlisis de varianza del porcentaje de proteina,
ceniza y grasa cruda de dos especies de Crotalaria: C. longirostrata y C. retusa.

Fuente de Proteina  Proteina Cenizaen Ceniza cﬁ[ﬂ?gn Cﬁgfzn
variacion en hojas  en tallos hojas  en tallos hoi
ojas tallos

Especie (E) 1 1069.50*** 60.76*** 33.85** 14.49* 19.75*** 174.06**
Fertilizacion (F) 2 2.93NS 30.44** 4.09*% 2.02NS 1.75* 127.81**
Corte (C) 2 21.27*  202.88*** 42.32** 1.07NS 1.18*  160.06***
E*F 2 7.27NS 17.15* 1.06NS 0.31INS 1.69** 106.14**
E*C 2 9.52NS 13.86NS 0.2INS 4.60NS 0.37NS 211.59***

FC 4 18.44** 12.55* 1.40NS 1.00NS 0.96** 69.48**

4

E*F*C 1.70NS 15.81* 2.27* 0.57NS 0.24NS  49.92**
Error 72 3.35 4.39 0.79 2.01NS 0.18 9.14

gL= grados de libertad, *=P<0.05, **=P<0.01, **=P<0.001, NS= No significativo

Proteina

El contenido de proteina en hojas y tallos varid en funcion de la especie y el corte;
ademas de la fertilizacion en proteina de tallos. Entre cortes, las hojas son las que
presentaron los contenidos mas altos en los tres cortes, incluso en el corte 3 se ve
un incremento significativo de proteina (Cuadro 14, Figura 19). En contraste, en el

tallo se observa una disminucién de proteina con los cortes.
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Cuadro 14. Medias para proteina, cenizas y grasa cruda por corte en hoja y tallo de
dos especies evaluadas de Crotalaria.

Proteina Proteina Ceniza Ceniza Grasa Grasa
foliar en tallos en foliar tallo cruda foliar  cruda tallos
Corte rebrotes rebrotes rebrotes rebrotes de rebrotes de rebrotes
planta™ planta™ planta™ planta™ planta* planta™
%
1 31.65ab 20.17a 11.81b 12.94a 4.48 a 3.97a
2 30.35b 13.56 ¢ 14.38a 13.28a 4.60 a 10.78 a
3 32.51a 17.87b 11.65b 13.42a 5.08 a 5.09 a

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 19. Efecto de la interaccidn corte*6rgano en el contenido de proteina (%) de
dos especies Crotalaria. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Entre componentes de la planta (Cuadro 15), nuevamente las hojas de C.
longirostrata presentaron significativamente el mayor contenido de proteina (35.9%)
con respecto a las de C. retusa (27.0%). Los tallos presentaron los contenidos mas

bajos de proteina que van de 16.1% (C. retusa) a 18.2% (C. longirostrata).

En otros estudios y dependiendo de las condiciones ambientales y sitio de recolecta,
los contenidos de proteina también son mas altos para hojas en C. longirostrata
(38.3%) que en los tallos (10.2 a 13.7%) (Arias et al., 2003; Juarez- Fuentes et al.,
2013; Pérez-Cornelio, 2016).
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Cuadro 15. Medias del contenido de proteina y de grasa para la interaccion
especie*organo en las especies de Crotalaria en estudio.

Proteina Proteina  Ceniza Ceniza Grasa Grasa
foliar en tallos en foliar tallo cruda foliar  cruda tallos
Especie rebrotes rebrotes rebrotes rebrotes de rebrotes de rebrotes
planta’ planta® planta’  planta® planta™ planta™
%
C. longirostrata  35.96a  18.27a 13.41a 13.73a 8.81a 3.98a
C. retusa 27.06b  16.15b 11.82b 12.70b 5.46a 4.41a

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

C. retusa es una leguminosa presente en areas naturales en Africa e introducida en
América (Yashim et al., 2012; CABI, 2016), con alta toxicidad por el contenido de
alcaloides pirrolizidinicos (Nobre et al., 2005). Por su abundancia en Nigeriay a que
siempre tiene hojas verdes, estudios nutricionales han sido realizados para ver su
potencial como alimento animal. Los contenidos de proteina de esta leguminosa son
mayores en hojas frescas (15.69%), que cuando son secadas al sol (12.31%)
(Yashim et al., 2012). Alalade et al. (2019) observaron contenidos de proteina
superiores a los observados por Yashim et al. (2012) que van de 18.0% en hojas y
14.63% en semillas. Ambos estudios muestran contenidos de proteina menores a

los cuantificados en hojas de esta especie en nuestro experimento.

El efecto de fertilizacion nitrogenada o fosfatada sobre el contenido de proteina,

grasa y cenizas se observo entre especies (Cuadro 16).

Cuadro 16. Medias del contenido de proteina, grasa y cenizas en hojas y tallo de
rebrotes para la interaccion especie*fertilizacion en Crotalaria.

Proteina Proteina Grasa Grasa Ceniza Ceniza

Especie Fertilizacion hoja tallo hoja tallo hoja tallo
%

. Control 35.80a 17.44ab 3.84d 14.49a 13.05ab 13.35a
C. longirostrata  Njtrogeno 35.78a 18.82a 4.20cd 9.62ab 14.17a  14.10a
Fosforo 36.29a 18.54a 3.91d 2.32¢c 13.02ab 13.76a
Control 26.91b  15.43bc 4.80bc 3.88c 11.40c 12.56a
C. retusa Nitrégeno 28.15b 18.60a 5.33b 5.80bc 12.13bc 13.10a
Fosforo 26.11b 14.41c 6.25a 3.56c 11.95bc 12.44a

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

C. longirostrata present6 contenidos mas altos de proteina que C. retusa, tanto en

hojas como en tallos. En las dos especies no se observaron diferencias significativas
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entre los tratamientos de fertilizacion para proteina en hojas. En contraste en C.
retusa, la fertilizacion nitrogenada incrementé los contenidos de proteina en tallos
respecto al control y la fertilizacion fosfatada; y la fertilizacion fosfatada los

contenidos de grasa de hojas.

Kai-yun et al. (2015) observaron que al fertilizar alfalfa con dosis de 75y 150 kg N
hal no hubo efecto en la acumulacién de biomasa aérea ni en la concentracién de
N en tallos mas hojas. Respecto a la fertilizacion fosfatada, en otras leguminosas
se han observado efectos positivos para el crecimiento de tallos y hojas (Gweyi-
Onyango y Osei-Kwarteng, 2011; Du et al., 2009), en biomasa y numero de nédulos
(Dominguez-Pérez et al., 2017), y en la concentracion de proteina en el grano de
frijol pelon (Kyei-Boahen et al., 2017). Estos autores observaron un incremento en
la concentracion de nitrogeno en el tallo y en el grano por efecto de la aplicacion de
40 kg P20s ha, lo que no se observo en este estudio para C. longirostrata y C.

retusa, cultivadas en condiciones de invernadero.
Grasa

Para el contenido de grasa, no se observaron diferencias significativas entre
especies (Cuadro 15) para hojas y tallos. Entre los tratamientos de fertilizacion, en
hojas de C. retusa se incrementa el contenido de grasa con la fertilizacién fosfatada
y en tallos de C. longirostrata con el tratamiento control y la fertilizacion nitrogenada
(Cuadro 16). El rango de variacion para tallos fue de 2.32 a 14.49% y en hojas de
3.84 a 6.25%. Entre cortes, no se observaron diferencias (P<0.05) entre los
diferentes 6érganos (Cuadro 14). Lo anterior significa que al someter a C.
longirostrata a cortes sucesivos del follaje no se afecta el contenido en grasa. Esto
es importante nutricionalmente, porque los lipidos son constituyentes de las
membranas celulares y aportan energia. En otros estudios realizados en Tabasco,
México en hojas de C. longirostrata de diferentes procedencias, los contenidos de
grasa cruda variaron de 2.8 a 3.1%, (Juarez- Fuentes et al., 2013; Castaneda,
2017). En C. retusa de Nigeria, los valores van de 4.60% en hojas y 5.03% en
semillas (Alalade et al., 2019). Los contenidos fueron menores a los obtenidos en

esta investigacion, debido probablemente al efecto al tipo y fertilidad de los suelos,

50



asi como las condiciones ambientales donde se realiz6 el experimento, condiciones

de invernadero y riego diario.

Cenizas

Los resultados del analisis de varianza indican efecto significativo para especie,
fertilizacion, corte y de la interaccion especie*fertilizacién*corte para el contenido de
cenizas en hojas; y solo de la especie para el contenido de cenizas en tallos (Cuadro
13).

Respecto a los cortes, el corte 2 presenté los mayores contenidos de cenizas
respecto al corte 1 y 3, principalmente en C. longirostrata (Cuadro 14, Figura 20).
Entre especies C. longirostrata present6 el mayor contenido de cenizas en hojas y
tallos (13.4 y 13.7%, respectivamente) respecto a C. retusa (11.8 y 12.7%,

respectivamente).

El Cuadro 15 muestra los contenidos por especie, siendo C. longirostrata la especie

gue presenta los mayores contenidos de ceniza en sus 6rganos (hojas y tallos).

La fertilizacidn nitrogenada incremento los contenidos de cenizas (13.60%), seguida
de la fertilizacion fosfatada (13.10%) y el control con el mas bajo (12.96%). Lo cual

asegura mayor contenido de minerales.

En el Cuadro 16 se muestran el efecto de la fertilizacién por especie, donde C.
longirostrata presentd la mejor respuesta. Estos resultados mostraron contenidos
mas altos a los obtenidos en el analisis bromatolégico de Chipilin de diferentes
procedencias, donde el rango va de 6.6 a 9.9% (Arias et al., 2003; Juarez-Fuentes
et al., 2013).

Para C. retusa, se han determinado valores de 6.87% y 8.0% de cenizas en hojas
frescas (Yassim et al., 2012; Alalade et al., 2019) incrementandose el contenido

cuando son secadas bajo sombra (7.73%).
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Figura 20. Contenido de cenizas (%) por corte en dos especies de Crotalaria. Las
barras indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05).

Azucares solubles totales

El resultado del andlisis de varianza muestra efectos significativos para la especie,
corte y la interaccion especie*corte para la concentracion de azlcares solubles
totales (AST) en hojas. No se observaron efectos significativos para AST en tallos
(Cuadro 17).

Cuadro 17. Cuadrados medios del analisis de la varianza para la concentracion de
azucares solubles totales de dos especies de Crotalaria.

AzUcares solubles

Fuente de variacion gL totales en hoja Azucares solubles totales en tallo
Especie (E) 1 7.8396* 1.0850NS
Fertilizacion (F) 2 0.0077NS 0.5810NS
Corte (C) 2 8.1970** 2.5244NS
E*F 2 0.4929NS 1.8536NS
E*C 2 4.1014* 1.5113NS
F*C 4 0.4928NS 1.4767NS
E*F*C 4 0.3399NS 0.3696NS
Error 18 0.98 1.26

gL = grados de libertad; *=P<0.05, *=P<0.01, NS= No significativo

Entre especies, C. retusa presentd los mayores contenidos de AST en hojas (1.99
g 100g?') en comparaciéon a C. longirostrata (1.05 g 100 g') (Figura 21). Estos
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contenidos se encuentran dentro del rango observado para 29 leguminosas de
grano (0.59 a 6.17 g 100 g PS (Kan et al., 2018).
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Figura 21. Contenido de azucares solubles totales en hoja y tallo (g 100g™?) en las
especies de Crotalaria en estudio. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05). Las barras indican el error estandar.

Los AST se incrementaron en el corte 2 en las hojas y tallos, principalmente de C.

longirostrata, disminuyendo con el Corte 3 (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del corte en el contenido de azlcares solubles totales (g 100 g?)
en hojas y tallos de C. longirostrata y C. retusa. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0.05).
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En el caso de C. retusa, los AST en hojas se mantuvieron altos entre el corte 2y 3.

Estos carbohidratos funcionan como reservas de carbono en las plantas para
apoyar el crecimiento o rebrote (Richards y Caldwell, 1985), los cuales podrian no
ser suficientes para apoyar el crecimiento continuo después de una defoliacion. Este
efecto se observa en la Figura 22, donde el corte redujo la diferencia entre los AST
del tallo y las hojas, sugiriendo que las reservas de AST en el tallo fueron utilizadas
para el crecimiento foliar después de los cortes, y que los nuevos brotes iniciaron el
proceso fotosintético suministrando de nuevo azucares durante el metabolismo

primario.

Fibra dietética total y polifenoles totales

El analisis de varianza para los contenidos de fibra dietética y polifenoles totales de

hojas de C. longirostrata y C. retusa se presentan en el Cuadro 18.

Cuadro 18. Cuadrados medios de fibra dietética total y polifenoles totales en hojas
de dos especies C. longirostrata y C. retusa.

Fuente de variacion gL Fibra dietética total Polifenoles totales
Especie (E) 1 10497*** 2648.30***
Fertilizacion (F) 2 630* 2.32NS
Cortes (C) 2 963** 449.18***
C*E 2 591* 146.98**
C*F 4 248NS 64.62*
E*F 2 889** 5.82NS
C*E*F 4 34NS 76.38*
Error 18 137.0 16.06

gL= grados de libertad, *=P<0.05, **=P<0.01, **=P<0.001, NS= No significativo

Este andlisis mostr6 para fibra dietética significancia para los efectos de especie,
fertilizacion y corte y de la interaccion corte*especie, especie*fertilizacion. En el caso
de polifenoles, los efectos fueron significativos también con excepcion de

fertilizacion, y la interaccion especie*fertilizacion.
Fibra dietética total

La fibra dietética es reconocida como un componente benéfico en los alimentos

(Khan et al., 2007). Guo et al. (2018) definen a la fibra dietética como “las partes
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comestibles de las plantas o carbohidratos analogos que son resistentes a la
digestion y absorcion en el intestino delgado con completa o parcial fermentacion
en el intestino grueso, incluyendo polisacaridos no amilaceos (hemicelulosas,
celulosas y pectinas), oligosacaridos, almidén resistente y lignina. El consumo de
fibra dietética promueve efectos fisioldgicos benéficos en humanos que incluyen su
propiedad laxante, la disminucién del colesterol sanguineo y de la glucosa
sanguineay la prevencion de ciertos tipos de cancer como el rectal y de colon (Khan
et al., 2007). El consumo recomendado de fibra es de 14 g fibra total por 1000 kcal

0 25 g para mujeres adultas y 38 g para hombres (Dahl y Stewart, 2015).

Los resultados mostraron que el contenido de fibra dietética total en hojas vario
entre especies. C. longirostrata presenta el mayor contenido (55.2%) respecto a C.
retusa (21.0%). El efecto de la interaccion especie*fertilizacion es significativo. La
fertilizacion fosfatada disminuy6 el contenido de fibra dietética en hojas de C.
longirostrata. En contraste para C. retusa no se observaron diferencias significativas

entre los tratamientos de fertilizacién (Cuadro 19, Figura 23).

Cuadro 19. Medias del contenido de polifenoles y de fibra dietética total para la
interaccion especie*fertilizacion en las especies de Crotalaria en estudio.

Especie Fertilizacion Fibra dietética total, % Polifenoles totales, mg g*
C. longirostrata Control 67.39 a 25.37b
Nitrégeno 60.71 a 24.44 b
Fosforo 37.52b 24.42 b
C. retusa Control 17.96 b 41.29 a
Nitrégeno 23.17b 41.31 a
Fosforo 22.03b 43.08 a

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Los resultados observados son superiores a los de hojas de Vigna unguiculata
(19%) reportadas por Ohler et al. (1996). Estos autores observaron que el contenido
de fibra dietética en las hojas de esta leguminosa se incrementd con la edad (26%).
En un grupo de 29 leguminosas los rangos en fibra dietética variaron de 4.23%
(Vigna unguiculata) a 35.36% (Phaseolus vulgaris) (Kan et al., 2018). En otras

especies, los contenidos de fibra dietética son también altos, en brotes florales de
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nopal varian de 31.7 a 46.3% (Reyes-Aguero et al. 2018), en semillas de C. juncea
de 37.3 a 48.8% (Morris y Kays, 2005). Sin embargo, en vegetales congelados los
rangos de fibra dietética son bajos, van de 0.5 a 5.5 g 100 g*, estos incluyen
chicharos, ejotes, apio, zanahorias, lechuga, entre otros (Storey y Anderson, 2014).
Lo anterior muestra que las hojas de Crotalaria son una excelente fuente de fibra
dietética para la salud humana, sobre todo porque alimentos con altos contenidos
en fibra dietética pueden disminuir el colesterol y el indice glicémico in vivo (Kan et
al., 2018).
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Figura 23. Efecto de la fertilizacion en el contenido de fibra dietética total de C.
longirostrata y C. retusa. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

La interaccion de corte*especie para fibra dietética muestra que C. longirostrata
disminuye el contenido de esta variable en el corte 2 (37.51%) respecto al corte 1
(62.48%) y corte 3 (65.63%) (Figura 24).

El contenido de fibra dietética en hojas de C. retusa es menor que en C. longirostrata
y esto se observa en todos los cortes, con una tendencia a incrementarse del corte

1 al corte 3.
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Figura 24. Efecto del corte en el contenido de fibra dietética total de hojas de C.
longirostrata y C. retusa. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05)

Polifenoles totales

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas que participan en los
mecanismos de defensa contra plagas y depredadores, pero también pueden ser
inhibidores del proceso germinativo (Teixeira et al., 2016). El contenido de estos
compuestos varia en las plantas y frutos debido al genotipo, especie, condiciones
ambientales, grado de madurez, composicion del suelo, ubicacién geogréfica y
condiciones de almacenamiento. Ademas, son componentes importantes de la dieta
humana, aunque no se consideren como nutrientes, debido a sus propiedades
antioxidantes y de proteccion contra enfermedades cardiovasculares (Quifiones et
al., 2012; Valencia-Avilés et al., 2017).

Entre especies, las hojas de C. retusa presentaron significativamente el mayor
contenido de polifenoles totales (41.89%) respecto al registrado en hojas de C.
longirostrata (24.73%), y no se observa efecto de fertilizacién (Cuadro 19, Figura
25).
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La interaccion corte*especie para polifenoles totales fue significativa (Cuadro 18).
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Figura 25. Efecto de fertilizacién en el contenido de polifenoles totales en hojas de
C. longirostrata y C. retusa. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05)

La Figura 26 muestra que el contenido de polifenoles disminuye significativamente
por efecto del corte solo en C. retusa, pasando de 52.34 mg g en el corte 1 a 33.69
mg g* en el corte 3. En C. longirostrata no se observa efecto significativo del corte.

La interaccion especie*fertilizaciébn tampoco fue significativa (Cuadro 18).

Los contenidos de polifenoles totales cuantificados en las especies de Crotalaria en
estudio son altos en comparacién con los cuantificados en fresco en C. longirostrata
por Jiménez-Aguilar y Grusek (2015) quienes determinaron contenidos de 2.68 a
2.76 mg g* PF.

Los contenidos de polifenoles observados en las hojas de Crotalaria son inferiores
a los de 13 genotipos de Vicia faba, evaluados por Chaieb et al. (2011), cuyos
rangos variaron en la fase vegetativa de (117.81 a 157.68 mg g* PS) y en la etapa
reproductiva de (92.85 a 151.04 mg g* PS) (Chaieb et al., 2011).
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Figura 26. Efecto del corte en el contenido de polifenoles totales en hoja de C.
longirostrata y C. retusa. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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4.3. COMPOSICION QUIMICA DE SEMILLAS DE CUATRO ESPECIES DE
Crotalaria

En el Cuadro 20, se muestra el efecto de la especie en los contenidos de proteina
y ceniza en semillas de C. longirostrata, C. retusa, C. incana y C. pallida. El efecto

de especie es significativo para ambas variables.

Cuadro 20. Cuadrados medios para el contenido de proteina y ceniza en semillas
de cuatro especies de Crotalaria en estudio

Factor de variacién gL Proteina Cenizas
Especie 3 126.7** 1.67*
Error 8 54 0.11

gL= grados de libertad, *=P<0.01

La prueba de medias muestra que el contenido de proteina fue mayor en C.
longirostrata (38.09%) y en C. incana (33.07%), siendo C. retusa quien mostro los
contenidos mas bajos (Cuadro 21 y Figura 27). Otros autores como Arias et al.
(2003) encontraron que efectivamente las semillas de C. longirostrata contienen
altos niveles de proteina con valores de 29.8%, similares a los registrados en
semillas de lupino que van de 32.5 a 43.5% (Pablo-Pérez et al., 2015), aunque mas

bajos a los observados en soya que van de 48.6 a 57.0% (Wee et al., 2017).

En semillas de chipilin recolectadas en Tabasco por Juarez-Fuentes et al. (2013)

los contenidos de proteina fueron de 29.8%, en promedio.

Cuadro 21. Medias del contenido de proteina y de ceniza en semillas de cuatro
especies de Crotalaria en estudio.

. Proteina Cenizas
Especie
%

C. longirostrata 38.09 a 6.63 a
C. incana 33.07 ab 487b
C. pallida 27.81 bc 6.05 a
C. retusa 23.06 c 6.17 a

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 27. Porcentaje de proteina en semillas de cuatro especies de Crotalaria. Las
barras indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05)

Para cenizas las especies C. longirostrata, C retusa y C. pallida presentan los mas
altos contenidos no mostrando diferencias entre ellas, y C. incana el mas bajo valor
(4.87%) (Figura 28).
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Figura 28. Contenido de cenizas (%) en semillas de cuatro especies de Crotalaria.
Las barras indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0.05).

El contenido de cenizas de las semillas de C. longirostrata, C. retusa y C. incana

indican un mayor contenido de minerales, este contenido fue mas alto en
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comparacion a las de cuatro especies mexicanas de lupinos, donde el contenido de
cenizas varié de 4.3 a 6.3 g 100 g' (Pablo-Pérez et al., 2015), y en Lupinus
mexicanus de 3.84 a 4.53 g 100 g* (Valdés et al., 2017).

El andlisis de varianza para grasa cruda, azucares solubles totales, polifenoles
totales y fibra dietética mostré efecto significativo para la especie, con excepcion de
azucares solubles totales (Cuadro 22).

Cuadro 22. Cuadrados medios del andlisis de varianza para los contenidos de grasa
cruda, azucares solubles, polifenoles totales y fibra dietética en semillas de cuatro
especies de Crotalaria.

Factor de AzUcares solubles

..~ gL Grasa cruda Polifenoles totales FDT
variacion totales
Especie 3 6.93* 1.79NS 337.97* 384.76**
Error 4 0.60 1.00 7.84 11.82

FDT=fibra dietética total. gL= grados de libertad, *=P<0.05, ** =P<0.001, NS= No significativo

Entre especies, solo se observa diferencia significativa para el contenido de grasa
cruda entre las semillas de C. longirostrata y C. pallida (Cuadro 22). Estos
contenidos son mayores a los observado en especies de lupino (5.4 a 7.5%) (Pablo-
Pérez et al., 2015; Valdés et al., 2017).

Cuadro 23. Medias para grasa cruda, azucares solubles totales, polifenoles totales
y % fibra dietética total en semillas de cuatro especies en estudio.

: Azucares solubles Polifenoles Fibra dietética
Especies Grasa cruda, % totales, g 100g?*  totales, mg g* total, %
C. longirostrata 18.87 a 0.53 a 42.66 ab 22.86 b
C. retusa 15.99 ab 1.75a 48.65 a 22.46 b
C. incana 15.01 b 0.13a 32.39b 46.78 a
C. pallida 14.87 b 210 a 18.97 ¢ 14.82 b

Letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Para polifenoles totales, los mayores contenidos se observaron en las semillas de
C. longirostrata y C. retusa (42.66 y 48.65 mg g1, respectivamente), en contraste C.
pallida presentd el menor contenido (18.97 mg g?) (Cuadro 23). El rango de
variacion observado para polifenoles totales en leguminosas va de 0.2 mg g* PS en
la testa de garbanzo a 1337 mg g PS en semillas inmaduras de haba (Singh, et
al., 2017).
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El contenido de fibra dietética total mas alto se observé en semillas de C. incana
(46.7%). Las otras especies de Crotalaria, mostraron contenidos significativamente
menores (Figuras 29, 30, 31 y 32). En semillas de frijol verde (Macrotyloma
uniflorum) el contenido de fibra dietética es de 28.8% y en harina de frijol verde de
16.3% (Bhartiya et al., 2015).
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Figura 29. Contenido de grasa cruda en C. longirostrata, C. retusa, C. incanay C.
pallida. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 30. Contenido en azucares solubles totales en semillas de C. longirostrata,
C. retusa, C. incana y C. pallida. Las barras indican el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 31. Contenido de polifenoles totales en semillas de C. longirostrata, C.
retusa, C. incanay C. pallida. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 32. Contenido de fibra dietética total (%) en semillas de C. longirostrata, C.
retusa, C. incanay C. pallida. Las barras indican el error estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
De acuerdo a los resultados observados y las hipétesis postuladas se concluye:

a. Los cortes mensuales sucesivos realizados al follaje en las especies de
Crotalaria en estudio disminuyeron la longitud, el diametro y la relacion
hoja:tallo; mantuvieron el contenido de proteina en hojas. En C. longirostrata
el area foliar de los rebrotes se mantuvo y la biomasa total y foliar de los
rebrotes, tasa relativa de crecimiento, y el numero de nodulos se
incrementaron.

b. C. longirostrata mostrd6 una mayor capacidad de rebrote que C. retusa, al
incrementar el nimero de rebrotes por planta por efecto de los cortes
sucesivos al follaje.

c. Los cortes sucesivos a follaje no afectaron la concentracion de clorofilas en
ambas especies, pero si la de carotenoides y el NDVI, los que disminuyeron
por efecto del corte solo en C. longirostrata.

d. Larelacién entre NDVIy la biomasa total y foliar de los rebrotes es positiva y
alta. Esta relacion es negativa y alta con clorofila a. No se observo relacion
con la concentracion de carotenoides.

e. El efecto de la fertilizacion solo fue significativo para el diametro del tallo,
donde los tratamientos sin fertilizacion y con fertilizacién fosfatada
presentaron el mayor diametro de tallos y con la fertilizacion nitrogenada el
menor.

f. La fertilizacién disminuy6 la biomasa de raiz solo en C. longirostrata; pero
afectd negativamente la nodulacién en ambas especies, principalmente con
la fertilizacion nitrogenada.

g. El efecto de la fertilizacion fue no significativo para el contenido de grasa,
cenizas, azucares reductores y polifenoles totales. La fertilizacion fosfatada

disminuyo el contenido de fibra dietética solo en hojas de C. longirostrata.
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h. El contenido de proteina vario en funcién de la especie. C. retusa incremento
los contenidos de proteina en hojas con la fertilizacion nitrogenada. Entre
especies, C. longirostrata presentd contenidos méas altos de proteina, de
cenizas y de fibra dietética que C. retusa.

i. La composicion quimica de las semillas difiere entre especies de Crotalaria.
C. longirostrata contiene mayor cantidad de proteina, cenizas, grasa y
polifenoles totales en semillas que C. incana y C. pallida. C. pallida y C.
incana presentaron los niveles mas altos de azucares solubles totales y fibra
dietética.

j- Este es el primer estudio en México que muestra que el manejo del follaje de

Chipilin mejora el rendimiento de biomasa foliar sin afectar su calidad.

5.2. Recomendaciones

Otros estudios son necesarios para proponer el cultivo de chipilin como una
alternativa sustentable para su produccion comercial como un alimento proteico
inocuo. En las lineas de investigacion de fisiologia vegetal y en colaboracion con

otros equipos de trabajo multidisciplinarios se contemplan estudios que abarcan:

a) ensayos con diferentes intervalos de corte,

b) respuesta a diferentes dosis de fertilizacion inorganica y organica,

c) tipo de suelo, el control organico de plagas y enfermedades,

d) efectos de diferentes niveles de sombreado,

e) el efecto de estos estudios en la concentracibn de compuestos
nutricionales y alcaloides pirrolizidinicos;

f) ademas de estudios de digestibilidad, degradacion de la proteina y

aumento de peso en animales.

Cuando esto se logre y se compruebe la inocuidad como alimento proteico,
se podra promover su cultivo comercial y utilizarse en la industria alimenticia. Asi
mismo, podra ser empleada en el procesado de harina para productos como panes
y galletas nutritivas, como suplemento proteico para humano y en alimentacion

animal.
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