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RENDIMIENTO Y CALIDAD DE SEMILLA DE Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. in

situ Y SU GESTION ex situ

José Luis Salinas Morales, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

Las poblaciones silvestres de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. (Chipilin) son fuente de
follaje joven y flores que se usan en la alimentacion y herbolaria desde tiempos prehispanicos. El
interés por el consumo y produccion agricola de Chipilin es creciente en los ultimos afios; por lo
que, para su cultivo es necesaria semilla que actualmente s6lo se encuentra en esas poblaciones.
El objetivo de esta investigacion fue evaluar el rendimiento y calidad de semilla de C. longirostrata
in situ y su gestion ex situ. La hipétesis fue que las poblaciones silvestres son fuente de semilla
que permite el cultivo y manejo agricola de las plantas, para el consumo humano, en invernadero.
Se demostro que independientemente del ambiente silvestre, las plantas producen miles de semillas
con la calidad apropiada para el cultivo de plantas saludables y adecuadas para el manejo agricola,
para incrementar significativamente la produccion de follaje con calidad potencial para el consumo

humano.

Palabras clave: Chipilin, componentes del rendimiento, follaje, inflorescencias, metabolismo

especializado, reguladores del crecimiento, semilla.



YIELD AND SEED QUALITY OF Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. in situ AND ITS

ex situ MANAGEMENT

José Luis Salinas Morales, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

ABSTRACT

Wild populations of Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. (Chipilin) are a source of young
foliage and flowers that have been used in food and herbal medicine since pre-Hispanic times.
Interest in the consumption and agricultural production of Chipilin has been growing in recent
years; therefore, for its cultivation, seed that is currently only found in those populations is
necessary. The objective of this research was to evaluate the yield and quality of seed of C.
longirostrata in situ and its ex situ management. The hypothesis was that wild populations are a
source of seed that allows the cultivation and agricultural management in greenhouses of plants
for human consumption. It was shown that regardless of the wild environment, the plants produce
thousands of seeds, with adequate quality for the cultivation of healthy plants and suitable for
agricultural management, to significantly increase the production of foliage with potential quality

for human consumption.

Keywords: Chipilin, yield components, foliage, inflorescences, specialized metabolism, growth

regulators, seed.
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INTRODUCCION GENERAL

La biodiversidad cultural y de recursos naturales entre las etnias contribuyen a la gestion de los
recursos bioldgicos, a la alimentacion y al desarrollo agricola (Basurto-Pefia, 2011). El uso de los
recursos biologicos incluye tradicion y cultura, y depende del &mbito social y econémico. En el
contexto tradicional, el uso de las plantas es diverso. En México se han registrado méas de 15,306
especies vegetales utiles (Villasefior, 2016); estas estan agrupadas en categorias antropogénicas y
entre las que destacan medicinales, comestibles y ornamentales (Basurto-Pefia, 1998). En ese
registro existen 500 especies silvestres consideradas como quelites y son alternativa para la
alimentacion humana (Bye, 2000). Algunas de ellas son verdolaga (Portulaca oleracea L.),
quintoniles o amarantos (Amaranthus spp.), epazote (Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin &
Clemants), papalo (Porophyllum ruderale subsp. macrocephalum), quelite cenizo (Chenopodium
berlandieri L.), yerba mora (Solanum americanum Mill), hierba mora (Solanum nigrescens Mart.
& Gal), alache (Anoda cristata (L). Schltdl), jaltomate (Jaltomata procumbens (Cav.) J. L. Gentry)
y los chepiles (Crotalaria spp.) que, a la vez, incluyen a C. incana L., C. pumila Ort y C.
longirostrata Hook. & Arn (Basurto-Pefia, 2011). Aunque, la FAO (1993, 2018) ha sefialado a la
ltima como la unica especie comestible del género Crotalaria. La caracteristica comun que
comparte el grupo de los quelites es que, en alguna etapa de desarrollo, las hojas, las ramas, los
frutos o las flores tiernas se utilizan como verduras (Bye, 2000). Los quelites crecen de manera
espontanea en los campos de cultivo y pueden complementar la alimentacion de humanos por que
proporcionan vitaminas, minerales, fibra y proteinas; ademas, frecuentemente se comercializan.
Este es el caso de las hojas de C. longirostrata, conocida como “Chepil” o “Chipilin” (Castro-Lara

etal., 2014).



Crotalaria longirostrata es una leguminosa, sus hojas tiernas son alimento para humanos desde
tiempos prehispanicos y otros usos documentados son como abono verde para fijar nitrégeno
atmosférico, control de nematodos en el suelo (Desaeger y Rao, 1999; Wang et al., 2002),
medicinal, ornamental (Arellano, 1985; Arias et al., 2003), forraje para animales (Arias et al.,

2003), y control microbiano (; Miranda-Granados et al., 2018; Cruz-Rodriguez et al., 2020).

Las plantas del género Crotalaria presentan crecimiento determinado, con floracion de varios
meses y desarrollo de semillas asincronicos (Crusciol y Soratto, 2009); por lo que, en una misma
planta se presentan semillas en estadios diferentes de maduracion y color de su cubierta seminal
variable (Pascualides y Planchuelo, 2007; Beltramini y Pascualides, 2017). Actualmente no se han
documentado los componentes del rendimiento y el rendimiento de semilla in situ, tampoco se han
evaluado los componentes del rendimiento in situ, que pueden ser el antecedente para la

descripcion del potencial agronémico de Chipilin.

Las semillas del género Crotalaria toleran entre 25 y 40 °C durante la germinacion, la que puede
alcanzar 50% (Gonzalez et al., 2008). Las plantas pueden crecer en suelos con potencial de agua
de -0.4 MPa y la raiz se desarrolla en suelos compactados (Ferrarotto y Otaiza, 2014). Las plantas
se adaptan a climas calidos, C. ochroleuca y C. juncea presentan cierta tolerancia a la sequia y
crecen en varios tipos de suelo (Sarwatt y Mkiwa, 1988; Wang et al., 2002). La calidad fisioldgica
de la semilla, que incluye el vigor y la germinacion, debe asegurar el éxito del cultivo (ISTA,
2005). La calidad fisiologica de la semilla depende de factores intrinsecos y ambientales, como la
temperatura, la luz, la salinidad del suelo, el pH y la humedad. La semilla de C. longirostrata se
ha descrito parcialmente y se desconoce la temperatura 6ptima de germinacion, la respuesta al

almacenamiento inadecuado y emergencia de las plantas en respuesta a la siembra. Un objetivo de



este estudio fue localizar poblaciones silvestres de C. longirostrata, recolectar sus semillas y otras
estructuras de las plantas para evaluar los componentes del rendimiento. Una hipotesis del estudio
fue que las plantas de poblaciones in situ responden al ambiente de crecimiento; con lo que, los
componentes del rendimiento, incluido el rendimiento de semilla, los definen los factores

climaticos y las caracteristicas edaficas del sitio de crecimiento.

La calidad de las semillas se determina con base en aspectos: fisicos, fisiologicos, genéticos y
fitosanitarios (ISTA, 2005). En especies que no se cultivan también se toman en cuenta aspectos
ecoldgicos y ambientales (Leishman et al., 2000), los de su propagacion, dispersién, germinacion,
emergencia y respuesta al almacenamiento (Ayala-Cordero et al., 2004). El efecto del ambiente in
situ en el rendimiento y calidad fisioldgica de las semillas de C. longirostrata no se ha
documentado; por lo que, otro objetivo en este estudio fue evaluar la calidad fisica y fisioldgica de
las semillas de tres poblaciones silvestres de ambientes parcialmente diferentes. La hipétesis fue
que las poblaciones silvestres, independientemente del ambiente en el que crecen, tienen semillas
suficientes con embriones viables y vigorosos que permiten caracterizar la germinacién y los

parametros que la definen.

En el suroeste de México, Chiapas, Tabasco, Veracruz, Oaxaca y Guerrero los campesinos
cosechan las plantas de Chipilin cuando tiene entre 80 y 90 cm de altura, en etapa vegetativa, etapa
en la cual tiene mas hojas jovenes. Ellos la venden en manojos en los mercados locales (Linares y
Bye, 2015). Para que C. longirostrata se establezca como un cultivo agronémico es indispensable
recolectar sus semillas y evaluar su calidad fisica y fisiologica, determinar las condiciones de
cultivo que permitan la obtencion de suficiente follaje y que garanticen la rentabilidad del cultivo.

El incremento de follaje se ha logrado en algunas especies como Amaranthus cruentus L,



Amaranthus hypochondriacus L (Martinez et al., 1999) y Crotalaria vitellina Ker Gawl
(Hernandez, 1997) mediante poda para romper la dominancia apical, y la aplicacion de reguladores
de crecimiento, como citoquinina, giberelinas y auxinas, exdgenos en plantas de Camellia sinensis
L Kuntze, Allium sativum L y Medicago sativa L (Zhang et al., 2018; El-Mesirry y Radi, 2019:
Sosnowsk et al., 2019). En el primer caso, la decapitacion o la eliminacion de la parte epigea de la
planta gener6 50 y 14 % mas de ramas Yy hojas, en el segundo caso la aplicacion de reguladores de
crecimiento acido indol-3-butirico (IBA), &cido naftaleno-1-acetico (NAA) y 6-bencilaminopurina
(BAP) en numero de hojas y biomasa fresca aumentd 43 %. Estos cambios en la morfologia de
las plantas de uso alimenticio generan beneficios a los productores comerciales. Las semillas de
Chipilin no se comercializan, por lo que y las poblaciones silvestres pueden ser la fuente de
semillas para la siembra. Por lo anterior, otro objetivo de este estudio fue determinar las
condiciones de cultivo, a partir de semilla recolectada in situ, de C. longirostrata en invernadero
y métodos mecanicos y quimicos para incrementar el follaje, de plantas en etapa vegetativa, que
garantice la rentabilidad del cultivo. La hipétesis fue que, debido a que las poblaciones silvestres
de esta especie crecen y se desarrollan en ambientes diversos, dentro de ciertos limites extremos,
las semillas recolectadas in situ generaran plantas saludables en invernadero y responderan a las

condiciones ambientales y manejo del cultivo.

Las hojas y otras estructuras como el tallo y la raiz de C. longirostrata son ricos en productos del
metabolismo especializado, incluidos los compuestos fendlicos, flavonoides, y saponinas,
cumarinas, taninos, antraquinonas, antronas y alcaloides (Arias et al., 2003; Bibi et al., 2015; Cruz-
Rodriguez et al., 2017). El consumo de las hojas de chipilin puede producir somnolencia en
humanos debido a la presencia de algunos de esos compuestos del metabolismo especializado

(Rodriguez-Campos et al., 1998). El cambio de ambiente de crecimiento puede generar en las



plantas estrés y activar parcialmente el metabolismo especializado (Weng et al., 2021). Por lo que,
otro objetivo de este estudio fue cuantificar algunos compuestos del metabolismo primario, como
azucares solubles, almidon y proteina soluble, y los grupos del metabolismo especializado, i.e.,
fenoles, polisacéridos estructurales (fibra y hemicelulosa), flavonoides, y saponinas en follaje y
flores de las plantas in situ y de las cultivadas. La hipdtesis fue que el cultivo en invernadero de
plantas de C. longirostrata no genera estrés que active el metabolismo especializado, por lo que,
esas plantas presentan concentraciones similares de compuestos del metabolismo primario y del

especializado equivalente al de las plantas in situ.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades e importancia del género Crotalaria

La familia Fabaceae (Leguminosae) es la segunda familia mas importante de las plantas cultivadas
y sus parientes silvestres, después de la familia de las gramineas o Poaceae que incluye a los
cereales, aportan proteinas, carbohidratos y minerales a los humanos y animales. En la actualidad
se reconocen 751 géneros y mas de 20 000 especies con distribucién cosmopolita (Lewis, 2013;
LPWG 2013; Rzedowski et al., 2016). El género Crotalaria incluye entre 600 y 700 especies, su
distribucion es mundial (Bernal, 1986), y crecen en regiones tropicales y subtropicales. Quinientas
de esas especies son nativas de Africa y Madagascar, 79 son nativas de América, de las que 59 se
han reportadas en EE.UU. y 21 se localizan en México. De estas 21 especies, ocho se han calificado
como endémicas y nueve se ubican en el valle de Tehuacan-Cuicatlan (Soto-Estrada, 2004). El
género Crotalaria esta ampliamente distribuido en la region sur de México entre los 200 y 2600
metros sobre el nivel del mar. Las especies del género Crotalaria con importancia en la agricultura
son C. longirostrata Hook. & Arn, C. pumila y C. incana (Basurto-Pefia, 2011), las tres son

silvestres, se presentan como maleza y en escala menor como cultivo.

Algunas especies del género Crotalaria, como C. juncea L., C. pallida Aiton., C. brevidens Benth.,
C. purdieana Senn, C. retusa L., C. spectabilis Roth, y C. lanceolata E. Mey, tienen aplicacion
como abono verde, ya que mejoran la fertilidad del suelo, incrementan la retencion de nutrientes
del suelo, controlan poblaciones de nematodos o son antimicrobianas (Burkart 1952; Bernal 1986;

Kiruthiga et al., 2014; Miranda-Granados et al., 2018).


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-66432000000100006#Burkart1952

Crotalaria longirostrata se utiliza como alimento para humanos y animales, ya que es la Unica
especie comestible del género Crotalaria; ademas, se utiliza con fines medicinales desde tiempos
prehispanicos (Basurto-Pefia, 2011; FAO, 2018). Las semillas y raices de otras especies, como C.
pallida Aiton y C. spectabilis Roth, son tdxicas para humanos y animales (Bernal 1986; Panda et
al., 2015). Este efecto se debe a la presencia de metabolitos secundarios (Asres et al., 2004;
Devendra et al., 2012) como alcaloides, aminas, flavonoides, saponinas, cumarinas, lectinas y
taninos (Arias et al., 2003; Cruz-Rodriguez, et al., 2017; Kumar et al. 2011), alcaloides de
pirrolizidina y aminoacidos no proteicos, principalmente en sus semillas (Flores et al., 2009; Wink,

2003).

Clasificacion taxonomica de Crotalaria longirostrata (chipilin)

El chipilin pertenece a la familia de la Fabaceae (Fabales) (Cuadro 1). Crotalaria longirostrata se
conoce con nombres comunes diversos, que varian entre las regiones donde se consume. En
Guatemala se le denomina Chipilin de caballo, Chipilin de zope o Chop; en El Salvador y Hondura
se le conoce como Chipile y Chipilin y en México, ademas de Chipilin se le conoce como Chipile

y cascabel de vibora (Basurto-Pefia, 2011; Morton, 1994).

La palabra Chipilin es una derivacion del Nahuatl que se interpreta como “alimento con que los
enfermos tomaran fuerza” y del Tzotzil “Tsi-ipil-1li” que significa “hierba de la fuerza”
(Rodriguez-Campos et al., 1998; Standley y Steyermark, 1946). La derivacién en Maya es

“Chepil-Ix” y su significado es “Hojas de la Luna” (Macias, 2017).



Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.

Familia Sistema de Engler Sistema de Cronquist Sistema del APG
(1898) (1981) 111 (2009)
Fabaceae Leguminosae Fabales Leguminosae,
Rosales Fabales
Rosineae

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae o (Papilionoideae)
Tribu: Crotalarieae
Género: Crotalaria
Especie: Crotalaria longirostrata Hook. & Arn

Descripcion botanica

La descripcion botanica de C. longirostrata, de acuerdo con Soto-Estrada (2004) y Rzedowski et
al. (2016) es la siguiente: planta herbacea perenne o arbusto de 1 a 3 m de altura, puede ser erecta
o estar reclinada sobre otras plantas; sus tallos son ramificados, estrigulosos a casi glabros,
presenta estipulas lineares a subuladas con longitud hasta de 1.5 mm, los peciolos son filiformes y
con longitud de hasta 4 cm, sus hojas son trifolioladas, los foliolos son elipticos a obovados, su
longitud alcanza entre 0.8 y 4 cm de longitud y de 0.5 a 2 cm de anchura, son truncados a agudos
en el apice, por lo general son cuneados en la base y con color verde oscuro y glabros en el haz,
mas palidos y estrigulosos a casi glabros en el envés, la longitud de los peciolulos de los foliolos
laterales alcanza hasta 1.5 mm; las inflorescencias en forma de racimos terminales presentan entre
10 y 30 flores amarillas y con manchas rojas, generalmente con peddnculos largos, con raquis
hasta de 20 cm de longitud, las bracteas son subuladas con longitud de 2 a 3 mm, los pedicelos

presentan de 2 a 5 mm de longitud; el céliz presenta simetria bilateral, longitud de 6 a 8 mm de



longitud, tres I6bulos abaxiales estdn unidos a mayor altura entre si que con los dos restantes, y es
estriguloso por fuera; el estandarte de 14 a 17 mm de longitud, es amarillo o con tintes café-
morados; el fruto es una legumbre (fruto seco y dehiscente) casi cilindrica, su color es café cuando
madura y presenta dehiscencia explosiva, de 1.5 a 2.5 cm de longitud y didmetro de 5a 9 mm, y
es estriguloso; las semillas por fruto son 10 a 16, su forma es de rifién y su color es amarillo/pardo,

su longitud es de 3 mm. EIl niUmero cromosémico es 2n = 32.

Distribucion geografica en México

En México, las poblaciones de C. longirostrata se localizan desde el nivel del mar a los 2600 m
de altitud. Sus poblaciones se han documentado en Chiapas, Tabasco, Veracruz, Oaxaca, Guerrero,
Puebla, Morelos, Estado de México, Michoacan, Colima, Jalisco, Nayarit, Sinaloa y Chihuahua.
Las poblaciones de chipilin se encuentran en campos y jardines, sobre las laderas de cerros,
barrancas, cafiadas himedas, a los lados de corrientes de agua, en suelos profundos o rocosos, en
planicies y bosque caducifolio mixto (Rzedowski et al., 2016; Soto-Estrada, 2004) (Figura 1.1).
Las plantas de chipilin crecen en ambientes silvestres y en cultivo de traspatio (Morton, 1994;

Rodriguez-Campos et al., 1998).
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Figura 1. Distribucion de Crotalaria longirostrata Hook & Arn. en México (coordenadas tomadas
del herbario MEXU). Cartografia de INEGI. Continuo Nacional del Conjunto de Datos
Geograficos de la carta de climas Escala 1:1 000 000, serie I.

Importancia del chipilin

Alimentaria y nutrimental

Chipilin es parte del grupo de los quelites. Las estructuras de la planta que se utilizan para consumo
humano son hojas, tallos, yemas y flores tiernas. Estas estructuras se utilizan en la preparacion de
sopas, tamales y bebidas refrescantes; también se cocinan y consumen como verduras con sal y

limon (Diaz-Dominguez et al., 2011; Lara et al., 2011; Morton, 1994).
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En el sureste mexicano, Guatemala y El Salvador, el Chipilin es considerado una delicia culinaria,
por lo que es parte de la gastronomia regional. EI consumo de Chipilin genera saciedad en las
personas que lo consumen y obtienen calorias y proteina vegetal (Cadena-Ifiiguez y De la Cruz-
Morales, 2012). EI consumo de Chipilin en las areas urbanas es menor que en las rurales porque
es verdura silvestre, que principalmente se comercializan en las regiones donde se recolecta (Bye

y Linares, 2000).

En las areas de consumo, en Chiapas, Joo (1987) documentd que de un grupo de entrevistados 92
% consume chipilin y el resto lo considerd desagradable. Roque et al. (2011) promovieron el
consumo de la planta en el estado de Chiapas; para esto, ellos elaboraron tostadas de maiz con
hojas de chipilin. Los autores determinaron que 91 % de las personas de la muestra de estudio
aceptd el producto. Pola et al. (2016) reportaron que las galletas adicionadas con hojas verdes de
Chipilin son mas ricas en proteinas que las de tipo comercial. El pan con harina de trigo y hoja de
Chipilin increment6 su valor alimenticio, por el mayor contenido de proteina y la presencia de
fenoles, flavonoides y actividad antioxidante, en comparacion con los preparados sélo con harina
de trigo (Ek-Chulim et al., 2018). De acuerdo con lo anterior, el consumo de hojas de Chipilin por
humanos es posible. La FAO (2018) y Arias et al. (2003) catalogaron a chipilin como una de las
16 especies de plantas comestibles por poblaciones étnicas, campesinas y citadinas de
Mesoameérica. Las caracteristicas nutrimentales, basadas en la composicion, de hojas de Chipilin

son similares o mayores a las de otras especies (Cuadro 2).

Arias et al. (2003) documentaron que en tallos con hojas, hojas con peciolo y hojas la
concentracion de proteina cruda fue 30.6, 36.3 y 38.3 % en tejido seco y la concentracion de fibra

cruda fue 22.8, 13.1 y 11.8 %, respectivamente. Duke y Atchley (1986) documentaron que 100 g
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de semillas de C. longirostrata contienen 33.9 y 3.4 g de proteina y grasa; sin embargo, la semilla

es toxica para humanos.

Cuadro 2. Composicion de Chipilin (C. longirostrata), espinaca (Spinaca oleracea L.), acelga
(Beta vulgaris var cicla) y hierba mora (Solanum sp.), en 100 g de tejido fresco*.

Componentes Chipilin  Espinaca  Acelga  Hierba mora
Energia (Kcal) 56-63 23 19-27 45
Carbohidratos (g) 7.6-9.1 3.7 3.7-4.8 7.3
Proteina () 7.0 2.8 1.8-2.9 5.1
Fibra (g) 2-3 2-4 2 4.3
Ceniza (g) 1.5 1.7 1.2 1.8
Grasa (g) 0.5-1.0 0.4 0.3 0.8
Calcio (mg) 240-370 99 62-67 226
Hierro (mg) 4.9 2.7 1.8-3.9 12.6
Fosforo (mg) 72 49 5.3 74
Tiamina (mg) 0.33 0.1 0.05 0.2
Niacina (mg) 1-2 0.7 0.5 0.97
Riboflavina (mg) 0.2-0.5 0.19 0.23 0.35
Vitamina A (ug) 333-667 469 300-330 34
Vitamina C (mg) 50-100 28 6-30 92

*INCAP (2012); Ledesma et al. (2010).

La proteina de chipilin es deficiente en metionina y fenilalanina, que son aminoacidos esenciales
para los humanos (deben obtenerse de los alimentos, ya que no los sintetiza el organismo). Por
esto, la combinacion de chipilin con cereales, como el maiz y el arroz (Astiasaran Anchia et al.,

2007), que contienen proteina con esos aminoacidos, es recomendable. Los ejemplos de alimentos
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de este tipo son el tamalito o el caldo de chipilin-que se mezcla el grano de elote (Pola et al., 2016;

Roque et al., 2011).

Econdmica

Diversos grupos étnicos incluyen Chipilin regular en su alimentacion; por lo que, la especie tienen
importancia econdémica en esos lugares. Chipilin se comercializa principalmente en los sitios
donde se recolecta; los recolectores arreglan manojos de tallos con hojas tiernas y los venden a los
distribuidores de mercados tianguis, o en las calles casa por casa, su venta persiste todo el afio en
el sureste de México (Lara et al., 2011). Estas practicas representan autoempleo y generan
recursos, lo que posibilita un ingreso econémico con poca o ninguna inversion monetaria (Lara et

al., 2011).

En el 2008, C. longirostrata se introdujo en los mercados minoristas y supermercados del noreste
de EE.UU., con apoyo de un proyecto desarrollado en la Universidad de Massachusetts y asistencia
del CENTA (Centro Nacional de Tecnologia Agropecuario y Forestal) ubicado en EI Salvador.
Las hojas secas o frescas de Chipilin las vendieron en bolsas pléasticas; el precio fue de 9 ddlares

por kilo. Ademas, vendieron frascos de chipilin en salmuera (Mangan et al., 2010).

Herbolaria

En México y otros paises de Centro-Ameérica algunas especies del género Crotalaria se utilizan
en herbolaria. La actividad biologica de Chipilin se debe principalmente a la presencia de
compuestos fendlicos, como flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, antraquinonas, antronas
y alcaloides (Arias et al., 2003; Cruz-Rodriguez et al., 2017; Kumar et al., 2011). Ademas, su
utilidad para combatir la anemia, reumatismo y vémito se ha reportado. La forma de uso es por

infusion, para prepararla un manojo de hojas se hierve en agua y se toma como caldo; ademas, la
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hoja cruda actiia como un purgante (Caballero, 2013; Cruells, 2004; Morton, 1994; Orantes-Garcia
et al., 2018). También, las hojas y las flores actian como sedante y evitan el insomnio (Morton,
1994). La raiz de la planta, aunque se considera venenosa, se usa para combatir el alcoholismo

(Cruells, 2004).

Importancia para la agricultura

Tolerancia a sequia y remediador de suelos

Algunas especies del género Crotalaria, como C. juncea L. (Duke, 1983; Navas y Bernal 1999;
Sampaio et al., 2016; Wang et al., 2002) y C. ochroleuca (Sarwatt y Mkiwa, 1988), exhiben
tolerancia al déficit de humedad en la etapa inicial del cultivo cuando las raices primarias y
laterales se han extendido. En contraste, Sikuku et al. (2013) documentaron que C. ochroleuca fue
sensible a la suspension de riego durante 12 a 15 dias; ya que, s6lo tolera tres dias sin riego, se

recomienda el riego diario o cada tres dias.

Agarwal et al. (2014), Cardoso et al. (2005) y Uraguchi et al. (2006) documentaron que C. juncea
presenta tolerancia a metales pesados, como cadmio, cromo y niquel, y crecen bien en suelos

contaminados; por lo que, actia como fitorremediador.

Ademas, C. juncea y C. longirostrata incorporan hasta 250 kg ha* de N al suelo al afio (Guaman-

Diaz, et al., 2016; Jiménez et al., 2005).

Control bioldgico

Los extractos de tallo, ramas y raices de C. longirostrata presentan actividad antifdngica contra
Fusarium sp., F. verticillioides y Aspergillus flavus (Cruz-Rodriguez et al., 2017). También se ha

utilizado para el control de nematodos de Meloidogyne sp. en suelos agricolas (Garcia et al., 2011).
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Las raices y semillas de esta especie mezcladas con harina de maiz se utilizan en el campo como
veneno para animales (Panda et al., 2015). Ademas, en un estudio preliminar se demostré la
capacidad fungistatica de la especie, aunque no mostré capacidad fungicida, si tuvo accién contra
Staphylococcus epidermidis (26.6 %) y Citrobacter freundii (10.3 %) (Granados et al. 2018). Los
extractos de semillas y hojas con diclorometano y metanol, en concentracion de 400 ppm
inhibieron 87 % del ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Pefialoza y Peldez, 2008). Este
efecto se relaciond con la presencia del alcaloide de pirrolizidina (monocrotalina) que también esta
presente en la raiz (Flores et al., 2009; Wink, 2003). Su uso potencial como insecticida aun es

objeto de analisis y estudios.
Produccion de biomasa

Crotalaria longirostratay C. juncea durante la temporada de lluvia producen biomasa fresca hasta
2.4 thalyen época seca 0.6 t ha® (Rubio et al., 2008) a partir de la tercera semana después de la
poda presentan brotes vegetativos. La produccion de biomasa varia entre afios y sitios de cultivo.
Reeves et al. (1996) y Amabile et al. (2000) sefialaron que C. juncea es una alternativa forrajera y
reportaron produccion de 5.9 t ha'! de biomasa fresca durante la temporada de verano/otofio y 6.9

t ha' en primavera/verano, respectivamente.

Meétodos agrondmicos para la alteracion del crecimiento de las plantas
Poda dirigida

Algunos estudios realizados en plantas cultivadas bajo condiciones de invernadero, han
cuantificado la respuesta por efecto de poda, despunte o defoliacion que implica la eliminacion

selectiva de un 6rgano de la planta, como ramas, hojas, brotes o raices modificando el habito de
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crecimiento natural, para aumentar la calidad de los cultivos y los arboles frutales (Jin et al., 2018;
Khan y Ahsan, 2000). Otra préactica que se realiza es el decapitado, que consiste en eliminar la
yema terminal con el fin de disminuir el crecimiento del tallo, evitar la floracion y fructificacion,
asi como estimular el crecimiento y la calidad de las hojas (Guerra, 2000). Estas alteraciones se
han utilizado en horticultura para asegurar y regular la produccién en el rendimiento y calidad de
los cultivos y los arboles frutales (Kumar et al., 2017; Schupp et al., 2017). Por ejemplo, la poda
en plantas de ardandano es una préctica utilizada para promover un equilibrio entre el crecimiento
vegetativo y reproductivo, con el fin de optimizar el rendimiento y calidad de frutos (Retamales

and Hancock, 2018).

Reguladores del crecimiento

Son sustancias que juegan un papel clave en el desarrollo en las plantas, ya que son capaces de
regular de manera predominante los procesos fisioldgicos de las plantas, como el crecimiento y la
diferenciacion en respuesta a las sefiales del ambiente como la luz (Hernandez y Garcia, 2016).
Estas son moléculas sefializadoras que se localizan en los tejidos de una planta y en cantidades
especificas en cada tejido de acuerdo al proceso que regulan, como la division celular, el
crecimiento, la diferenciacion de los 6rganos (vegetativos, reproductivos y de las raices), también,
regulan la embriogénesis, la germinacién de las semillas, la caida de las hojas y la senescencia, en
respuesta algun tipo de estrés bidtico y abiotico (Bishop et al., 2015; Porta y Jiménez-Nopala,
2019). De acuerdo con Azcon-Bieto y Talon (2013), Bishop et al. (2015), Davies (2010), Taiz y
Zeiger (2010), actualmente se han descrito 11 tipos de hormonas vegetales de las cuales cinco se
relacionan con el crecimiento fisiologico de las plantas (giberelinas, acido abscisico, citoquininas,
auxinas y etileno (Cuadro 3). Compuestos investigados recientemente que tienen un papel

regulador en el desarrollo de las plantas; como brasinoesteroides, poliaminas, acido jasmonico,
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acido salicilico y estrigolactonas, cada una de estas hormonas tiene sus propias propiedades
particulares (Bishop et al., 2015). De acuerdo con Davies (2010), Neumann et al. (2020), el
término reguladores del crecimiento corresponde a compuestos quimicos sintéticos con influencias
similares a las fitohormonas. Los efectos producidos por estos compuestos quimicos se han
dilucidado en gran parte a partir de aplicaciones exdgenas. Mediante trabajos de investigacion en
plantas mutantes se han descubierto varios de estos reguladores del crecimiento con una actividad

bioldgica que iguala o supera la de las hormonas endogenas.

La combinacion de dos o mas reguladores de crecimiento, aplicados simultaneamente en
concentraciones bajas, alteran el crecimiento de las plantas; por ejemplo, la combinacion de 1 mg

Lt de BAP y 0.5 mg L de ANA generan hasta 22 brotes de esparrago (Fazelzadeh et al., 2013).
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Cuadro 3. Clasificacion de los principales reguladores de crecimiento.

Hormona Derivados Efecto en la planta Efecto a nivel celular Sintesis
vegetal
Formacion y elongacion Divisién y elongacion celular.
de tallos. ] o
Diferenciacion celular.
Formacién de raices ) .
AlA adventicias. Aumenta contenido osmatico y
permeabilidad celular. )
AlB Latencia apical. L-Triptofano
) Disminucion de la presion de
Auxinas 24D Regula fototropismo, pared celular.
NAA geotropismo. Favorece hidrolisis de almidon.
Estimulan germinacién  Pueden iniciar la proliferacion de
de semillas. tejidos vegetales madre.
o Formacion y elongacion Estimula la division celular.
Kinetina de raices.
) Estimula la morfogénesis.
Zeatina Activa la senescencia
. Benciladenina de hojas. Estan en las células de los apices _
Citocininas _ - radiculares. Adenina
Promotores 4-hidroxifeniletil  Estimulan desarrollo
de alcohol fotomorfogénico.
crecimiento

Estimula la generacion
de brotes axilares a
nivel vegetal.

Induce la germinacién.

Estimula elongacion celular en ent -kaureno
respuesta a condiciones de luz y
oscuridad.
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Hormona Derivados Efecto en la planta Efecto a nivel celular Sintesis
vegetal
Aumenta el desarrollo Favorece el crecimiento
de tejidos de manera embrionario.
GAlL constante. ] ]
) ) Actla enddgena durante los
Giberelinas GA2 Alargamiento de procesos de germinacion y
GA3....GA9 segmentos nodales. desarrollo apical.
Elongacion de raices,
hojas jovenes,
floracion.
Promueven la
formacion de flores y
frutos.
Regula maduracion y Se produce en cualquier érgano Metionina
senescencia vegetal. vegetal.
Promueve la abscision induce la reduccion de 4cid
i T nduce la reduccién de &cidos
Etileno de hojas, floracién y

Inhibidores y
control de
reproduccion

frutos.

Estimula la maduracién
de frutos.

Desarrollo de 6rganos
sexuales.

nucleicos, la degradacion de
proteinas, disminucion de la
membrana celular.

Induce degradacion de lipidos,
peroxidacion y ruptura de
pigmentos en hojas.

Inhibe la accién del &cido
jasmonico y acido giberelico.

Regula y mantiene la
latencia de las semillas.

Promociona la produccién de
tejidos zigotos.
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Hormona Derivados Efecto en la planta Efecto a nivel celular Sintesis
vegetal
Estimula la maduracion Inhibe el crecimiento celular.
de semillas. . )
Tiene un fécil acceso a la
Puede inhibir el proceso membrana celular vegetal.
de germinacion vegetal. o L
. Regula la traspiracion Sintetizado en tejidos jovenes _
Acido - celular (Estomas) como el endodermo de plantas Isopentil
abscisico ' madre y en algunos tejidos Pirofosfato
Puede inducir la vegetales de las semillas (Testa).
senescencia vegetal y
floracion vegetal. Carotenoides
Inhibe crecimiento de
tallos y no de raices.
Potencializa el Rol inhibitorio en la sintesis te
crecimiento de la etileno a nivel celular.
floracion. . o
Control de actividad fotosinteética.
Incrementa la Control de | ductividad de |
Acido longevidad floral. Ononee aez?élml:;w e Fenilalanina
salicilico

Control y proteccion de
procesos de estrés.
Mejora la tolerancia de
la germinacién a bajas
temperaturas.
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Fisiologia de la semilla

La calidad de las semillas cultivadas la definen caracteristicas fisicas, fisiologicas, genéticas y
fitosanitarias (ISTA, 2005). Para caracterizar especies que no se cultivan, ademés de las
caracteristicas anteriores para definir la calidad de las semillas, también se toman en cuenta
aspectos ecologicos (Leishman et al., 2000); entre estos estan los de su propagacion, dispersion,
germinacién, emergencia y respuesta al almacenamiento (Ayala-Cordero et al., 2004). Esta

informacidn puede ayudar a implementar programas de conservacion y manejo.

La cantidad de endospermo, tamafio del embridn, la distancia entre ellos y la morfologia de la
semilla estan relacionados con el tamario de la semilla y tienen implicaciones en la germinacion y
el vigor (Forbis et al., 2002; Silva et al., 2013). La morfologia de las semillas y otros caracteres a
menudo son Utiles para identificar especies, y también pueden ayudar a establecer sus relaciones
taxondmicas (Ninkaew et al., 2017). En algunas especies de leguminosas la limitacidn para su uso
agrondémico y restauracion ecoldgica es la latencia, debido, en la mayoria de los casos, a que su

cubierta seminal es dura e impermeable (Gonzélez et al., 2011).

En el género Crotalaria las semillas son heterogéneas en sus caracteristicas fisicas (Crusciol y
Soratto, 2009); es el caso de la maduracién asincronica y del color de la cubierta seminal
(Beltramini y Pascualides, 2017; Pascualides y Planchuelo, 2007). Existe polimorfismo somatico
en especies como C. juncea, C. retusa, C. incana y C. ochroleuca (Beltramini y Pascualides, 2017;
Carreras et al., 2001; De Figueiredo y Silva, 2018), en parte, debido a que el contenido de humedad
y la acumulacion de biomasa seca-en las semillas propician diversidad de tamafios (Gonzalez et

al., 2008).



La madurez fisioldgica de las semillas de C. juncea se presentan cuando las capsulas muestran
entre 80 y 100 % de deshidratacion; el almacenamiento de las semillas durante ocho meses reduce
la latencia hasta 75 % (De Araju et al., 2018). En algunas especies, como C. juncea y C. incana,
la pigmentacién de la semilla y el grosor de la testa son factores que modulan su imbibicién,
germinaciéon y vigor. Las semillas de estas especies son impermeables, este carcter esta
relacionado con la latencia, longevidad y permanencia en el suelo (Carreras et al., 2001;
Pascualides y Ateca, 2013; Pascualides y Planchuelo, 2007; Da Silva et al., 2016; Beltramini y

Pascualides, 2017;).

Gonzalez et al. (2008) documentaron que las semillas del género Crotalaria durante la
germinacion toleraron entre 25 y 40 °C y germinaron hasta 50 %. Las semillas de C. ochroleuca
presentaron 87 % de germinacion, entre 20 y 35 °C, y depende del color de la semilla (Da Silva et
al., 2016); las semillas de C. retusa color amarillo y marrén mostraron 20 y 70 % de germinacion

a temperatura promedio de 32 °C (De Figueiredo y Silva, 2018).

Semillas de C. longirostrata provenientes de Tabasco, México, presentaron 93 % de viabilidad,
con la prueba con tetrazolio, y germinacién de 60, 50 y 10 %, respectivamente, después de
escarificarlas con &cido sulfdrico por 15 min, mantenerlas en agua a 80 °C por 1 min y sin algun
tratamiento pregerminativo (Garduza-Acosta et al., 2019). Estos resultados mostraron que la
latencia de la semilla es fisica y con aumento del tiempo de escarificacion, a 60 min, con &cido

sulfurico su germinacion incrementd a 99 % (Ayala-Herrada et al., 2010).

Hasta 85 % de las semillas de C. juncea germina en potenciales de agua de -1.2 MPa, generado
con NaCl y CaCl, (Da Silva et al., 2009). La planta puede crecer en suelos compactados con

potencial de agua de -0.4 MPa (Ferrarotto y Otaiza, 2014).
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Las semillas del género Crotalaria presentan algun tipo de latencia. La latencia puede deberse al
recubrimiento duro, impermeable a agua y gases de la semilla, a la resistencia mecanica, a la
posicion del embrion, el requerimiento especifico de luz y algunos inhibidores de la germinacion

(Boisson et al., 2016; Yang et al., 2004).
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CAPITULO I. COMPONENTES DEL RENDIMIENTO DE Crotalaria longirostrata Hook.

& Arn. EN GUERRERO, MEXICO

1.1 RESUMEN

Las plantas jovenes de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. son alimento para humanos y
animales, y se usan en herbolaria desde época prehispanica en México y Centroamérica, donde
crecen silvestres, como arvenses o cultivadas incipientemente. La evidencia indica que para el
cultivo comercial se necesita semilla de las poblaciones silvestres. El objetivo de este estudio fue
evaluar los componentes del rendimiento de plantas silvestres de C. longirostrata y su relacion
con el sitio de recolecta. Plantas en etapa reproductiva se recolectaron en las localidades de Las
Vigas, Cabecera municipal “Ometepec” y Llano Grande de los Hilarios Igualapa, Guerrero,
México. Las variables evaluadas fueron nimero de: ramas, racimos, frutos y semillas por planta,
frutos por racimo y por rama, semillas por racimo, por rama y por fruto, y el rendimiento de semilla
por planta. El didmetro, la longitud y biomasa de los frutos y semillas de una localidad también
se determinaron. Muestras del suelo de los sitios de recolecta se analizaron. Con excepcion del
namero de semillas por fruto (8 a 10), los componentes del rendimiento y el rendimiento de semilla
variaron significativamente (P < 0.05) entre localidades. El nimero de ramas (11 a 19), racimos
(31a101) y frutos (332 a 1284) por planta, de frutos por rama (31 a 62), y nimero de semillas por
rama (287 a 553) y por planta (3054 a 10707), asi como el rendimiento de semilla (32 a 110 g por
planta) fue mayor en la localidad Las Vigas. Esta localidad presenta clima calido subhimedo,
lluvias y canicula en verano, incluye manejo agricola y ganadero y el suelo es franco arenoso, con
capacidad de campo y punto de marchitez permanente menores, pero con capacidad de intercambio
catidnico, y contenido de P y K intercambiable mayores respecto a los otros sitios. En general, las

plantas de Llano Grande de los Hilarios Igualapa presentaron los componentes del rendimiento y
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el rendimiento de semilla menor; esta localidad se diferenci6 por la ausencia de actividad
antropica, su clima es semicalido-himedo, con lluvias en verano y suelo franco limoso, con més
N, menos P extraible, contenido mayor de Ca intercambiable y conductividad eléctrica mayor que
en las otras localidades. En su ambiente silvestre, una planta puede producir miles de semillas

independientemente de la localidad, en la que crezca.

Palabras clave: Chipilin, frutos, racimos, ramas, semillas, tallo, valvas.
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1.2 ABSTRACT

Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. are food for humans and animals and have been used in
herbalism since pre-Hispanic times in Mexico and Central America, where they grow wild, as
weeds or incipiently cultivated. Evidence indicates that seeds from wild populations is needed for
commercial cultivation. The objective of this study was to evaluate the yield components and seed
yield of wild plants of C. longirostrata and their relationship with the collection site. Plants in
reproductive stage were collected in Las Vigas, Ometepec and Llano Grande de los Hilarios
Igualapa, Guerrero, Mexico. The variables evaluated were number of: branches, clusters, fruits
and seeds per plant, fruits per cluster and per branch, seeds per cluster, per branch and per fruit,
and seed yield per plant. The diameter, length and biomass of the fruits and seeds of a locality
were also determined. Soil samples from the collection sites were analyzed. With the exception of
the number of seeds per fruit (8 to 10), the yield components and seed yield varied significantly
(P < 0.05) between locations. The number of branches (11 to 19), clusters (31 to 101) and fruits
(332 to 1284) per plant, of fruits per branch (31 to 62), and number of seeds per branch (287 to
553) and per plant (3054 to 10707), as well as the seed yield (32 to 110 g per plant) were higher
in Las Vigas locality. This locality has a warm sub-humid climate, rains and heat waves in summer,
includes agricultural and livestock management and sandy loam soil, with lower field capacity and
permanent wilting point, but with cation exchange capacity, and exchangeable P and K content
higher than the other sites. In general, the plants of Llano Grande de los Hilarios Igualapa presented
the lower components of yield and seed yield; this locality was differentiated by the absence of
anthropic activity, its climate is semi-warm-humid, with rains in summer and loamy soil, with

more N, less extractable P, higher content of exchangeable Ca and higher electrical conductivity
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than in the other localities. In its wild environment, a plants produce thousands of seeds regardless

of the location where it grows.

Keywords: “Chipilin”, clusters, branches, fruits, seeds, stem, valves.
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1.3 INTRODUCCION

El género Crotalaria incluye entre 600 y 700 especies, 79 de ellas son nativas de América; 21 de
México, y nueve de ellas son endémicas (Sotto-Estada, 2004). Entre las especies con uso antrépico
estan C. incana L., C. juncea L., C. longirostrata Hook. & Arn. y C. pumila Ort. como fuente de
materia organica y N en la agricultura (Jiménez et al., 2005; Basurto-Pefia, 2010; Linares & Bye,
2015; Camarillo-Castillo & Mangan, 2020). Crotalaria juncea se utiliza para elaborar cuerdas,
cordeles, redes para pesca y papel (Tripathi et al., 2012) y C. retusa L., C. prostrata Roxb. y C.
medicaginea Lam. se utilizan en herbolaria por sus efectos antimicrobianos, antiparasitarios y

antioxidantes (Devendra et al., 2012).

Crotalaria longirostrata (Chipilin) se distribuye en Centroamérica y México. Particulamente,
en México en los estados de Chiapas, Chihuahua, Colima, Guerrero, Jalisco, Estado de México,
Michoacéan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Tabasco y Veracruz (Soto-Estada, 2004).
El habitat en el que crece la especie es bosque de pino-encino, en areas abiertas, areas con maleza
y en zonas con cultivos diversos, como frijol (Phaseolus vulgaris L.) y maiz (Zea mays L.), en
altitudes entre nivel del mar y 2 300 m (Tapia, 2000; McClung de Tapia et al., 2014). En esas
regiones, desde época prehispanica, los brotes tiernos, las hojas y los tallos jévenes de Chipilin se
utilizan en la preparacion de alimentos y bebidas; asimismo, se utilizan en herbolaria y como
forraje (Bye, 1981; Morton, 1994; Centurion et al., 2003; Chavez et al., 2009; Basurto-Pefia, 2011;
Laguna, 2016). Las hojas son fuente de carotenoides, vitamina C, hierro, calcio y proteinas;
ademas, se ha documentado la presencia de compuestos fenolicos, como flavonoides, saponinas,
cumarinas, taninos, antraquinonas, antronas y alcaloides (Arias et al., 2003; Bibi et al., 2015; Cruz-
Rodriguez et al., 2017). Otros estudios demuestran mayor diversidad de usos; un caso es el de los

extractos de sus tallos, ramas y raices que inhiben el desarrollo del micelio y la esporulacion de
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fitopatogenos y fitoparasitos como Fusarium sp., Aspergillus flavus Link (Cruz-Rodriguez et al.,
2017; Cruz-Rodriguez et al., 2020) y nematodos (Villar y Zavaleta-Mejia, 1990). Todas las
estructuras de la planta se han evaluado en nuevas aplicaciones en herbolaria (Fischler y
Wortmann, 1999; Arias et al., 2003; Basurto-Pefia, 2011), como abono verde (Desaeger y Rao,
2000), forraje (Arias et al., 2003), alimento para el cultivo y multiplicacion de tilapia nilética
(Oreachromis niloticus L.) (Guerra-Centeno et al., 2016) y caracoles de agua dulce (Pomacea
flagellata Say) que son alimento, rico en proteina para humanos (Martinez, 2016). Los usos
tradicionales de chipilin, los actuales y los documentados como potenciales indican que su
demanda tendra soporte con su cultivo comercial. Lo que también asegura la disponibilidad de
plantas para los consumidores regionales y externos y en diferentes épocas del afio (Camarillo-
Castillo y Mangan, 2020). Un obstaculo para el cultivo de las especies de Crotalaria es la falta de
semilla comercial (Vinicius de Araujo et al., 2018). Aunque las semillas para el cultivo pueden
obtenerse de poblaciones silvestres, la produccion comercial se asegurara con el cultivo de las
plantas. Como en el caso de C. brevidens y C. ochroleuca (Mwakha et al., 2020), para conocer el
potencial agrondmico y la viabilidad comercial de C. longirostrata es necesario conocer y mejorar
el rendimiento de las estructuras de interés y promover la produccion de semillas de calidad. Esto
puede lograrse mediante la domesticacion, el cultivo, la seleccion intensiva y el mejoramiento. Sin
embargo, los programas de mejoramiento son exitosos cuando cuentan con variabilidad genética
del germoplasma, ya que es la base para la seleccién (Pefia-Valdivia et al., 2012; Mwakha et al.,
2020). En el caso de C. longirostrata la informacion disponible sobre sus atributos genéticos y

agronémicos es minima.

La produccién y el rendimiento de semilla son resultado del geneotipo, el ambiente y la

interaccion genotipo (Mwakha et al., 2020) y el ambiente, éste incluye factores como la radiacién
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solar, la temperatura, la disponibilidad de humedad y de nutrientes en el suelo (Rouached y Rhee,
2017). Al respecto, las plantas asimilan macronutrientes (N, K, P, Ca, Mg, S) y micronutrientes,
como Fe, Mn, Cuy Zn del suelo a traves de sus raices, con lo que garantizan las funciones celulares
(White y Brown, 2010). Las alteraciones en la disponibilidad de nutrientes minerales afectan el
crecimiento; es el caso de la deficiencia de P, que disminuye el crecimiento de la raiz de
Arabidopsis; en contraste, la de Fe 0 S lo promueve, aunque los tres, junto con el N, son
indispensables para la fotosintesis y la respiracion (Rouached y Rhee, 2017). La deficiencia
combinada de P y N disminuye la productividad de las plantas silvestres en su ambiente natural y
los cultivos (White y Brown, 2010). Esto es porque, el P estimula el desarrollo de los tejidos
meristematicos, el crecimiento de la planta, la conductibilidad hidraulica de las raices, y sus efectos
significativos en los rasgos agromorfoldgicos. Junto con el del N, en la altura de la planta, el
numero de hojas, el nimero de ramas, el nimero de frutos y el peso de 1000 semillas de C.
brevidens y C. ochroleuca permitié demostrar que el nivel 6ptimo difiere entre las especies
(Mwakha et al., 2020). La produccion de semilla se relaciona con el crecimiento de la planta
completa; por lo que, para describir el rendimiento de las semillas se necesita evaluar el resto de
la planta (Hall, 1980). Los componentes del rendimiento en las plantas involucran caracteres
cuantitativos, como nimero y biomasa de sus 6rganos individuales, e.g., nUmero o biomasa de
ramas, hojas, racimos, frutos y semillas, entre otros (Patrick y Colyvas, 2014). Por ejemplo, el
desarrollo de las ramas laterales aumenta el sitio para el desarrollo de frutos; esto se ha demostrado
mediante eliminacion de la dominancia apical e induccién del desarrollo del nimero de ramas y el

rendimiento de diversos cultivos (Tripathi et al., 2013).

La comparacion de los componentes del rendimiento permite el uso y rescate de la diversidad

de especies silvestres con valor antropico, como C. longirostrata, que se han incorporado y
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conservado en la agricultura tradicional y que estan estrechamente relacionados con factores socio-
culturales (Pefia-Valdivia et al., 2012; Solis Bonilla et al., 2017; Castifieiras et al., 2000; Rojas-
Garcia et al., 2021). La informacion de la fenologia, morfologia y rendimiento de las especies
silvestres permite contrastar el desarrollo de las plantas in situ y ex situ, disefiar programas de
conservacion, propagacion y cultivo de especies silvestres o semi-domesticadas (Pefia-Valdivia et
al., 2012). Sin embargo, no se cuenta con esa informacion de las poblaciones silvestres de C.
longirostrata. El rendimiento de semilla y de ciertas estructuras de la planta se ha documentado
con fines agricolas en especies como C. juncea, C. brevidens y C. ochroleuca (Jacobi et al., 2005;
Tripathi et al., 2013; Meagher et al., 2019; Rojas-Garcia et al., 2021). Tripathi et al. (2013)
evaluaron el efecto del espaciamiento, de 30 x 10 cm a 45 x 20 cm, entre las plantas, y la
eliminacién de la dominancia apical (por corte del apice) en los componentes del rendimiento de
C. juncea; los autores observaron el incremento de ramas primarias y secundarias por planta (de 7
y de 13 a 17), del numero de frutos por planta (en promedio de 47 a 74) y su biomasa (15.5 a 25
g), del numero de semillas por fruto (7 a 9) y su rendimiento por planta (9.6 a 15 g) con la
separacion de las plantas. Los mismos autores observaron que, con excepcion del nimero de
semillas por fruto (7.5 a 8), esos componentes del rendimiento incrementaron mediante corte del
apice del tallo. La calidad agronémica de 13 recolectas de C. brevidens y 16 de C. ochroleuca se
evalu6 en Kenia mediante el cultivo en campo; la variabilidad en anchura de los frutos (1.85a 1.04
cmy 2.20 a 1.25 cm) y el peso de 1000 semillas (5.44 a 7.70 g y 5.68 a 7.84 g) fue significativa
dentro y entre especies. En contraste, las diferencias en la longitud de los frutos (en promedio 5.3
cm), el nimero de éstos por planta (14 en promedio) y el nimero de semillas (83 en promedio) no

fueron significativas dentro o entre especies (Mwakha et al., 2020).
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El objetivo de este estudio fue determinar el rendimiento de semilla y otros componentes del
rendimiento, como fueron numero de: ramas, racimos, frutos y semillas por planta, frutos por
racimo y por rama, semillas por racimo, por rama y por fruto, y el rendimiento de semilla, de
plantas silvestres de C. longirostrata y su relacion con el sitio de recolecta. La hipotesis es que,
los componentes del rendimiento de plantas silvestres de C. longirostrata dependen del ambiente

del sitio de recolecta.
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1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Localidades de recolecta e identificacion del material vegetal

Plantas de C. longirostrata (Figura 1.1) con frutos maduros (color castafio-amarillento, que al
agitarse emitian sonido similar de un sonajero cascabel) se cosecharon aleatoriamente, en enero
de 2019, de rodales silvestres en las localidades de Las Vigas, Cabecera Municipal “Ometepec”,
y Llano Grande de los Hilarios Igualapa, Guerrero, México (Cuadro 1.1). Los rodales tenian en
promedio 43 + 3.27 plantas y ocupaban un area aproximada de 100 m?; las plantas tenian altura
promedio de 176 £ 0.052 cm y didmetro en la base del tallo de 9.060 + 0.44 mm. Las plantas
fueron identificadas in situ por comerciantes-recolectores de C. longirostrara de cada localidad.
La identidad taxondémica se confirmd en ejemplares recolectados ex profeso, herborizados y
registrados en el Herbario-Hortorio CHAPA, del Colegio de Postgraduados (accesion Num.
155775). Los ejemplares de C. longirostrata Hook. & Arn. consultados corresponden a las colectas
NUm.: Es-604 de Campeche; 12, 26, 33, 40, 64, 81, 3661, 2768 y 5428 de Chiapas; 14, 3728, 4001
y 4464 de Jalisco; 69, 268 y 2294 de Michoacéan; 121 y 530 de Oaxaca; 2036 de Sinaloa; y 1636

de Tabasco.
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Figura 1.1. Estructuras de las plantas de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. recolectadas en
Las Vigas, Cabecera municipal “Ometepec” y Llano Grande de los Hilarios Igualapa, en
Guerrero, México.

1.4.2 Variables evaluadas

1.4.2.1 Plantas

Las plantas se trasladaron, separadas unas de otras, al laboratorio de Biofisica y Fisiologia
Ambiental, del Programa de Posgrado en Botanica del Colegio de Postgraduados. Con base en lo
fundamentado por Huerta-Lovera et al. (2018), Mwakha et al. (2020) y Tripathi et al. (2013) en el
laboratorio se evalu6 el niumero de: ramas, racimos, frutos y semillas por planta, frutos por racimo
y por rama, semillas por racimo, por rama y por fruto, y el rendimiento de semilla por planta. El
diametro, la longitud y biomasa de los frutos y semillas de una localidad también se determinaron
para complementar la informacién de los componentes del rendimiento. El diametro y la longitud
de los frutos se determiné con un vernier digital (Truper, CALDI-6MP; 14388). La biomasa (g) de

los frutos, las valvas y las semillas se determiné en una balanza analitica (Scientech® SA 120,
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precision de + 0.0001 g). Los frutos se mantuvieron en bolsas de papel, dentro de cajas de cartdn

durante su evaluacion.

1.4.2.2 Suelo

De acuerdo con la NOM.021-RECNAT-2002 (SEMARNAT, 2002), de cada sitio se obtuvieron
tres muestras de 1 kg de suelo, de 0 a 20 cmy 20 a 40 cm de profundidad. El suelo se clasificd con
los criterios de la WRB (IUSS Working Group WRB, 2015). El analisis de las muestras de suelo,
de acuerdo con lo descrito por van Reeuwijk (2002), incluyé: color (carta de colores Munsell),
densidad (probeta), retencion de humedad (olla de presion), conductividad eléctrica, capacidad de
intercambio cationico, pH, bases intercambiables (Ca**, Mg**, K*) (acetato de amonio), y materia

organica (Walkley-Black), nitrogeno total (micro-Kjeldalhl), P soluble (Olsen y Dean, 1965).
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Cuadro 1.1. Localidades y caracteristicas de los sitios de muestreo de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. en Guerrero, México

(CONAGUA, 2020; Garcia, 2004).

Localidad Las Vigas Cabecera Municipal de Llano Grande de los Hilarios
Ometepec Igualapa
Descripcion Con manejo agricola y ganadero Con actividad urbana (AU) Sin actividades antropicas (SAA)
(denominacion) (MAG)
Ubicacion 16°45° 03” N, 16°41° 01” N, 16°45° 38” N,
99° 14’ 05” O 98°24’ 08” O 98°26’ 18” O
Altitud 60 m s.n.m. 300 m s.n.m. 690 m s.n.m.
Clima Awz(w) Awz(w) A(C)m(w)  Semicalido-Himedo,

Célido subhimedo, lluvias y
canicula en verano

Precipitacion media 1100 mm
anual

Temperatura media 25-28°C
anual

Vegetacion aledafa Arboles de Gliricidia sepium
(Jacg.) Kunth ex Walp.

Célido subhimedo, lluvias y
canicula en verano

1100 mm
26 -28°C

Arboles de Gliricidia sepium
(Jacg.) Kunth ex Walp.,
Guazuma ulmifolia Lam., y
herbaceas Porophyllum
ruderale (Jacq.) Cass vy
Euphorbia hirta L.)

lluvias en verano

1000-1500 mm
18-26 °C

Arboles de Ebenopsis ebano,
Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex
Walp., Guazuma ulmifolia Lam.
entre otros
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1.4.3 Disefio experimental y analisis estadistico

Las variables se analizaron mediante un ANDEVA bajo disefio experimental completamente al
azar con tres tratamientos o localidades de muestreo, una planta como unidad experimental y tres
repeticiones por localidad. Cuando se observaron diferencias entre tratamientos se realizo la
prueba de comparacion mdaltiple de medias de Tukey (a = 0.05). Cuando no se cumplieron los
supuestos normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia se emple6 la prueba de
Kruskal-Wallis (H) seguida de la prueba comparaciones de pares con el programa estadistico
InfoStat version 2016 (Di Rienzo et al., 2008). Los datos que no cumplieron los supuestos de la
prueba de Kruskal-Wallis (H) (homogeneidad de varianzas e independencia) se analizaron con la
prueba U de Mann-Whitney (P < 0.05). También se aplico el analisis de correlacion de Pearson y
de componentes principales (CP) a los componentes del rendimiento con Rstudio 3.6.3. (RStudio

Inc, Boston, EE.UU.; RStudio Team, 2020).



1.5 RESULTADOS

1.5.1 Componentes del rendimiento

1.5.1.1 NUmero de ramas

El numero promedio de ramas por planta vario (P < 0.05) entre las localidades. En la localidad
MAG (con manejo agricola y ganadero aledafio) el nimero de ramas por planta representd hasta

45 % mas que en las otras localidades (Cuadrol.2).

1.5.1.2 NUmero de racimos

El nimero promedio de racimos por planta vario (P < 0.05) entre las localidades. Las plantas de
la localidad MAG presentaron en promedio el triple respecto a las otras localidades (Cuadro 1.2).
La distribucion de los racimos en las ramas fue heterogénea entre las localidades. En las
localidades MAG y AU (con actividad urbana aledafia), en promedio la proporcion mayor de
racimos se concentrd en las primeras ramas basales; en contraste en las plantas de la localidad
SAA (sin actividad antropica aledafia) la distribucién parecio relativamente homogénea. Ademas,
el numero promedio de racimos vari6 entre las ramas a lo largo del tallo; en las localidades MAG
y AU hubo ramas con promedio minimo (0.3) de racimos y maximo de nueve independientemente

de la ubicacion de larama (Figura 1.2 A, By C).

1.5.1.3 NUmero de frutos

El nimero promedio de frutos por planta, por racimo y por rama varid significativamente (P <
0.05) entre las localidades. Las plantas de la localidad MAG presentaron en promedio entre el
doble y el triple de frutos respecto a las de las otras localidades. En contraste, los racimos de las

plantas de la localidad AU tuvieron, en promedio, 12 % mas frutos que en las localidades MAG y
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SA. Aunque el numero de frutos por racimo fue mayor en las plantas de la localidad AU, el nimero

promedio de frutos por rama fue 40 % mayor en la localidad MAG respecto a las otras localidades

(Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Componentes del rendimiento (promedio = E.E.) de plantas de Crotalaria
longirostrata Hook & Arn. recolectadas en tres localidades de Guerrero, México.

Localidad™ Ramas Racimos Frutos Frutos
Num./planta NUm./racimo Num./rama
MAG 19.3t24a 101.3+6.4a 1284+158a 12.740.3b 62.1+3.3a
AU 12.0+2.1ab 37.729.3b  525+142b  13.9+0.7a 43.7+6.3 b
SAA 10.7¢0.8b  31.0+£1.7b  332#52.1b 11.8#05Db 31.1+40D
Semillas

NUm./racimo Num./rama  Num.fruto NuUm./planta g/planta
MAG 105.7£2.9 b 553.8+52.9a  8.34+0.04a 10707+666a 109.96%0.7 a
AU 133.2+7.2 a 418.1+60.0ab 9.57+0.04a 5017+634b 51.67 0.6 b
SAA 99.6+5.1 b 286.3+37.3b  9.21+0.05a 3054+415¢c 31.45+0.6 ¢

*MAG: con manejo agricola y ganadero circundante, AU: con actividad urbana circundante y

SAA: sin actividad antrdpica circundante. Valores en la misma columna seguidos con la
misma letra no muestran diferencia significativa (P < 0.05).
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Figura 1.2. Promedio del nimero y distribucion de racimos frutales y de frutos en las ramas, en
sentido acropeto, sobre el tallo de plantas de Crotalaria longirostrata Hook & Arn.
recolectadas en Guerrero, México. Localidades MAG: con manejo agricola y ganadero
circundante (A y D), AU: con actividad urbana circundante (B y E) y SAA: sin actividad
antropica circundante (C y F).

La distribucién de los frutos en las ramas a lo largo del tallo fue heterogénea en las plantas de
las tres localidades y mostr6 tendencias similares a la distribucion de los racimos (Figura 1.2). En
general, el nimero promedio de frutos en las ramas basales (en el primer tercio del tallo) de las
plantas de las localidades MAG y AU, fue mayor al 50 % del total. Algunas de esas ramas
presentaron alrededor de 100 frutos; en contraste, algunas ramas del centro del tallo y las del tercio
superior, hacia el apice, tuvieron sélo dos o tres frutos. En localidad SAA la distribucion de los

frutos en las ramas parecié relativamente homogénea (Figura 1.2 D, Ey F).
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1.5.1.4 Rendimiento de semillas

El nimero promedio de semillas por racimo, por rama y por planta vario significativamente (P <
0.05) entre las localidades. En el caso de los racimos, los de las plantas en la localidad AU
promediaron 23 % mas semillas que en las localidades MAG y SAA. En el caso de las ramas, las
plantas de la localidad MAG presentaron en promedio entre 25 y 48 % mas semillas que en las
localidades AU y SAA, respectivamente. EI nimero promedio de semillas por planta mostro las
diferencias mayores entre las localidades; en la localidad MAG se cuantificod un promedio de
10707 semillas por planta, valor que representé 53 % mas semillas que en las plantas de la

localidad AU y 72 % més que en la localidad SAA (Cuadro 1.2).

El nimero promedio de semillas por fruto (8 a 10) fue el caracter mas estable en las plantas de
las tres localidades, pues las diferencias en este caracter no fueron significativas (P > 0.05; Tabla
1.2). Sin embargo, la frecuencia del nimero de semillas por fruto (Figura 3) mostr6 que en la
localidad MAG los frutos tuvieron desde una hasta 15 semillas, a diferencia de los frutos en las
plantas de las localidades AU y SAA gue contenian minimos de 3 y 5 semillas, respectivamente y
maximos de 14 en ambos casos. La distribucion de la frecuencia del namero de semillas por fruto
fue cercanamente simétrica en las localidades AU y SAA, con el méximo de nueve semillas por
fruto en ambas. La distribucién en la localidad MAG contrastd con las anteriores, ya que mostro

dos méaximos, en 7 y 10 (Figura 1.3).

Las diferencias en los componentes del rendimiento entre las localidades, ya descritas,
resultaron en el rendimiento significativamente diferente entre ellas. La localidad MAG mostro el
rendimiento significativamente mayor; este represento 53 y 71 % rendimiento mayor de semilla

respecto a las localidades AU y SAA (Cuadro 1.2).
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Figura 1.3. Frecuencia del nimero de semillas por fruto en plantas de Crotalaria longirostrata
Hook & Arn. recolectadas en Guerrero, México. Localidades MAG: con manejo agricola
y ganadero circundante, AU: con actividad urbana circundante y SAA: sin actividad
antropica circundante.

La distribucion de las semillas en las ramas a lo largo del tallo fue heterogénea en las plantas
de las tres localidades (Figura 1.4). Estas distribuciones mostraron tendencias similares a las
descritas por los racimos y los frutos en las ramas en las tres localidades (Figura 1.2). Las
diferencias principales son los valores de cada estructura (méaximos cercanos a 10 en el caso de los
racimos, 115 en el de los frutos y 1030 en el de semillas por rama). Asi, el nimero promedio de
semillas en las ramas basales (alrededor del primer tercio del tallo) de las plantas de las localidades
MAG y AU fue mayor al 50 % del total. Varias de esas ramas presentaron mas de 600 semillas y
hasta cerca de 1000; al contrario, principalmente las ramas cercanas al apice tuvieron los nUmeros
menores de semillas. La distribucion de las semillas en las ramas de las plantas de la localidad
SAA difirio de las otras dos localidades en la relativa uniformidad; es decir, las ramas apicales

acumularon cantidades de semilla cercanamente similares al resto (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Promedio del nimero y distribucién de semillas en las ramas, en direccion acropeta,
sobre el tallo de plantas de Crotalaria longirostrata Hook & Arn. recolectadas en
localidades de Guerrero, México. Localidades MAG: con manejo agricola y ganadero
circundante, AU: con actividad urbana circundante y SAA: sin actividad antrdpica
circundante.

1.5.1.5 Longitud, diametro y biomasa de los frutos

Las dimensiones y la biomasa de los frutos, valvas y semillas las cuantificamos en los 3852 frutos
de las plantas muestreadas en la localidad MAG. Los frutos mostraron color castafio obscuro, se
caracterizaron por ser frutos inflados y tres veces mas largos que anchos (Figura 1.5A). El
didmetro promedio (de 5.91 a 6.94 mm) y la longitud promedio (de 17.44 a 18.40 mm) difirieron
(P <0.05) entre las plantas; sin embargo, independientemente de su origen silvestre las diferencias
entre las dimensiones de esas estructuras son minimas (Figura 1.5A). La distribucion de la
frecuencia del diametro y de la longitud de los frutos de la muestra completa (de 3852 frutos) fue
simétrica alrededor de la media; mostro la variacion del didmetro entre 4 y 8 mm, con la frecuencia
absoluta méaxima de entre 6.2 y 6.4 mm (Figura 1.6A). En el caso de la longitud, la distribucion

fue de 12.5 a 22 mm, con frecuencia absoluta méaxima entre 18 y 18.25 mm (Figura 1.6B).
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Figura 1.5. Promedio (+ E.E.) de las dimensiones de los frutos (A), de su biomasa y la biomasa
de sus semillas y valvas (B) por planta de Crotalaria longirostrata Hook & Arn., de la
localidad Las Vigas (con manejo agricola aledafio), Guerrero, México.
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Figura 1.6. Frecuencia del diametro (A) y de la longitud (B) de los frutos de plantas de Crotalaria
longirostrata Hook & Arn. recolectadas en Las Vigas, Guerrero, México (localidad con
manejo agricola aledafio).

Las diferencias (P < 0.05) de la biomasa promedio de las valvas, los frutos, y las semillas
representaron hasta 21.6, 29.9 y 34.4 %, respectivamente entre las plantas (Figura 1.5B). La
distribucion de la frecuencia de la biomasa de los frutos y de sus estructuras fue sesgada a la
derecha (Figura 1.7 A-C); aunque, el sesgo en el lado derecho fue producto de una muestra de
menos de 10 frutos con peso atipico alto en la muestra de cerca de los 4000 evaluados. Asi, la
frecuencia absoluta maxima de la biomasa de los frutos, las semillas y las valvas se identificd en

intervalos estrechos: 55-60 mg, 130-140 mg y 170-175 mg, respectivamente (Figura 1.7 A-B).
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Figura 1.7. Distribucién de la frecuencia de la biomasa de los frutos (A), de sus valvas (B) y
semillas (C) en las ramas a lo largo del tallo, en direccion acropeta, de plantas de Crotalaria
longirostrata Hook & Arn. recolectadas en Las Vigas, Guerrero, México (localidad con
manejo agricola aledafio).

Las dimensiones y la biomasa de los frutos y de sus estructuras se correlacionaron
positivamente y en forma altamente significativa unas con otras (Cuadro 1.3); lo que mostro la alta

asociacion entre el crecimiento de los frutos y el rendimiento de semilla.

1.5.1.6 Analisis de componentes principales

El andlisis de CP incluyd las variables con correlacion no significativa; ya que, si las variables
estan correlacionadas significativamente entre ellas, la informacion que aportaran sera redundante
y la condicion de no colinealidad se violara para la regresién por minimos cuadrados. En el analisis
de CP, los dos primeros CP acumularon el 84.8 % de la varianza total reconocida. EI CP1 se definid
principalmente por el nimero de racimos por rama, frutos por rama y semillas por rama. EI CP2

reveld la dependencia directa del namero de semillas por racimo con el nimero de frutos por
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racimo (Cuadro 1.4). La representacion gréfica del CP2 en funcion de CP1 mostré que cada una
de las variables evaluadas tiene efectos equivalentes en eso CP. La localidad AU traslap6
completamente a la localidad SAA y gran parte de MAG; aunque, los componentes del

rendimiento definieron a cada localidad (Figura 1.8).

Cuadro 1.3. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las dimensiones y la biomasa de los
frutos de plantas de Crotalaria longirostrata Hook & Arn. recolectadas en Las Vigas,
Guerrero, México (localidad con manejo agricola aledafio).

Variable Diametro Longitud Biomasade Biomasade Biomasa de

fruto semillas valvas

Diadmetro 1.000 0.606*** 0.772%** 0.697*** 0.797***

Longitud 1.000 0.643*** 0.571*** 0.698***

Biomasa de fruto 1.000 0.962*** 0.875***

Biomasa de 1.000

semillas 0.765%**

Biomasa de valvas 1.000

*** P < (0.0001

1.5.2 Caracteristicas del suelo

Entre las diferencias en el suelo de las tres localidades destacaron las siguientes. Los suelos se
clasificaron de acuerdo con su textura como franco arenoso en las localidades MAG y AU y como
franco limoso en la localidad SAA. La proporcién de arcilla no difiri6 (P > 0.05) entre las
localidades, la proporcion de arenas fue 24 % mayor (P < 0.05) en MAG y AU, respecto a SAA;

en contraste, en esta ultima los limos fueron 34.29 % mas abundantes que en las otras dos.
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Cuadro 1.4. Valores propios y proporcién de la varianza para los primeros componentes
principales generados a partir de los componentes del rendimiento de plantas de Crotalaria
longirostrata Hook & Arn. recolectadas en tres localidades de Guerrero, México.

Componente principal

1 2
Racimos por rama (NUm.) 0.529 0.215
Frutos por rama (Num.) 0.574 0.034
Frutos por racimo (NUm.) 0.181 -0.616
Semilla por rama (NUm.) 0.562 -0.024
Semilla por racimo (NUm.) 0.103 -0.676
Semilla por fruto (NUm.) -0.180 -0.340
Varianza acumulada 0.498 0.848

Los valores con trazo grueso en los componentes principales tuvieron aporte mayor.

Las localidades MAG y SAA fueron en promedio 21 % mas ricas (P < 0.05) en materia organica
respecto a AU; ademas, los suelos difirieron en las concentraciones de los macroelementos N, P y
K. La localidad AU present6 55 % mas N total y, junto con SAA, 9 % menos K soluble. Aunque,
el K intercambiable no difirié entre las localidades. La concentracion de P extraible mostro el
gradiente: MAG > AU > SAA, en el que la Gltima localidad mostré hasta cinco veces menos P que
MAG. La densidad aparente y la densidad real, relacionada con la compactacion del suelo, fueron

mayores en el suelo de la localidad AU.
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Figura 1.8. Ordenacion de los componentes principales (PC) 1 y 2 de plantas de Crotalaria
longirostrata Hook & Arn. recolectadas en tres localidades de Guerrero, México, segun los
componentes del rendimiento (Rc. R: racimos por rama, F. R: frutos por rama; F. Rc: frutos
por racimo; S. R: semillas por rama; S. Rc: semillas por racimo; S. F: semillas por fruto).

Ademas, la capacidad de campo y el punto de marchitez permanente del suelo mostraron el
siguiente gradiente entre las localidades: SAA > AU > MAG, en el que los valores de estas dos
caracteristicas en la localidad SAA fueron 31.06 y 27.29 % mayores que en MAG. Aunque el pH
y el Mg intercambiable no fue diferente entre las localidades, el Ca intercambiable mostré el
siguiente gradiente AU > MAG > SAA, en el que los valores en AU fueron 38 % mayores que en

SAA (Cuadro 1.5).
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1.6 DISCUSION

Las plantas recolectadas fueron arbustiformes, tuvieron tallo central erecto, lefioso s6lo en su parte
inferior (tallo sufruticoso), con altura mayor a 150 cm, frutos aun indehiscentes y valvas color
castafio oscuro, similares a las descritas por Azurdia (2016) y Soto-Estada (2004). Entre las
localidades se observaron diferencias (P < 0.05) en 90 % de las 10 variables del rendimiento
evaluadas. Esta variabilidad se explica en parte por el caracter silvestre de las plantas (Pefia-
Valdivia et al., 2012). Ademas, el comportamiento fisiolégico diferenciado, que conduce a
contrastes en los componentes del rendimiento de las variantes o biotipos (plantas de cada
localidad) depende de las diferencias en los ambientes de crecimiento, lo que se conoce como

interaccion genotipo-ambiente (Mederos-Ramirez y Ortiz-Pérez 2021).

Entre los factores ambientales con mayor efecto en el crecimiento de las plantas, y por tanto en
los componentes del rendimiento y rendimiento de semilla, estan la precipitacion y la temperatura
ambiente. De acuerdo con los datos de CONAGUA (2022), las localidades MAG y AU muestran
precipitacién promedio anual total (1310 y 1350 mm, respectivamente) y distribucién de la
precipitacion durante el afio similares; ademas, a pesar de ciertas fluctuaciones de la temperatura
media (26.5 y 27 °C) y méxima (32.8 y 33.1 °C) durante el afio sus promedios son similares (Figura
1.9 A-B). Ademas, estas dos localidades comparten el mismo tipo de clima (Cuadro 1.1). En
contraste, con estas similitudes de su ambiente, las plantas de ambas localidades difirieron
significativamente en 60 % los componentes del rendimiento evaluados y en el rendimiento de

semilla (Cuadro 1.2).
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Cuadro 1.5. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo de tres localidades de Guerrero, México.

Localidad*
MAG AU SAA

Textura Franco arenoso  Franco arenoso  Franco limoso
COLOR (seco)
Matiz (hue) 10YR 10YR 10YR
Brillo (value) 4 6 4
Pureza 3 7 5
COMPOSICION
Acrcilla (%) 7a 8a 9a
Arenas (%) 59a 56 a 44 b
Limos (%) 34b 36 b 47 a
Materia organica (%) 2.017 a 1.748 b 2.420 a
N total (%) 0.023 b 0.018 b 0.046 a
P extraible (mg kg™) 0.020 a 0.012b 0.004 c
K soluble (cmol™ kg™ ) 0.271a 0.165b 0.163 b
DENSIDAD, ESTADO HIDRICO Y
CONDUCTIVIDAD
Aparente (g/cmq) 1.52 b 191a 1.49b
Real (g/cm?®) 2.68Db 2.85a 2.78 ab
Capacidad de campo (%) 18.84 c 21.33b 27.33 a
Punto de marchitez permanente (%) 943c 10.39 b 12,97 a
Conductividad eléctrica (dSm™) 0.02b 0.02b 0.07 a
Capacidad de intercambio cationico 2.90a 2.85a 2.20b
(cmol™ kg?)
pH (1:2 suelo:agua) 5.46 a 523a 510a
BASES INTERCAMBIABLES
Ca (cmol™ kg™) 1.59 b 1.92a 1.19¢
Mg (cmol™ kg™) 0.72a 0.53a 0.56 a
K intercambiable (cmol®) kg™) 0.325a 0.266 a 0.284 a

*MAG: con manejo agricola y ganadero circundante, AU: con actividad urbana circundante y
SAA: sin actividad antropica circundante. Letras iguales en una linea denotan que no hay
diferencia significativa (P < 0.05).

Ademas de lo anterior, el clima de la localidad SAA es diferente al de las otras dos, muestra mayor
precipitacion (total 2063 mm) y su ambiente es menos calido (Figura 1.9 C); pero, 60 % de los
componentes evaluados fueron similares en los de la localidad AU (Cuadro 1.2). Lo anterior puede
ser evidencia de la presencia de tres biotipos, parcialmente distintos, con interaccion especifica a
su ambiente. Respuestas equivalentes se han documentado en biotipos de frijol silvestre (Pefia-

Valdivia et al., 2012).
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La similitud de las dimensiones de los tallos entre las localidades es relevante por su relacion
con el rendimiento de los frutos y las semillas. Al respecto, los tallos desempefian un papel de
apoyo en el desarrollo de los érganos reproductores, como conductos para el transporte de recursos
y como como estructuras fisicas que soportan el peso de los frutos en desarrollo. En leguminosas,
como chicharo (Pisum sativum) y soya (Glycine max (L.) Merr.), el tamafio del tallo (altura y
didmetro) es relevante, ya que puede recibir hasta un tercio de los fotoasimilados producidos por
las hojas durante el desarrollo de los frutos y competir por ellos (Alerding et al., 2017). Asi, el
crecimiento, axial y radial, y su conclusion antes o durante la etapa reproductiva tiene distintos
efectos en el rendimiento de frutos y semillas (Purcell et al., 2014). Si los tallos contindan la
expansion radial durante la reproduccién, los recursos se asignaran a la construccién de la pared
celular secundaria, que incluye las sintesis de lignina, y al llenado de semillas. En especies de tallo
erecto, que producen anillos concéntricos de tejidos secundarios, el crecimiento axial del tallo
termina cuando la planta inicia la etapa de llenado de semillas (Purcell et al., 2014). Actualmente,
los aspectos relacionados con la terminacién del crecimiento radial dentro del sistema de tallo y
ramas en C. longirostrata se desconoce; por lo que, en estudios futuros podria evaluarse la
anatomia y fisiologia del desarrollo de esas estructuras para complementar el conocimiento de su

aporte al rendimiento de frutos y semillas.
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Figura 1.9. Climogramas basados en precipitacion promedio (barras) y temperatura promedio
minima (circulos negros), media (circulos verdes) y maxima (circulos rojos) en Las Vigas
(A), Ometepec (B) y Llano Grande de los Hilarios Igualapa (C), Guerrero, México. Cada
barra y circulo representa los datos promedio mensuales (1: enero... 12: diciembre) durante
un periodo de seis décadas, de 1950 a 2010 (CONAGUA, 2022).

El nimero significativamente mayor de 38 y 45 % de ramas en las plantas de la localidad MAG
respecto a AU y SAA no fue proporcional a las diferencias en el nimero de racimos o frutos por
planta entre las localidades; ya que, en la localidad MAG la cantidad mayor de racimos represento
63 y 70 % respecto a AU y SAA vy las diferencias en la cantidad de frutos alcanzé 60 y 74 %,
respectivamente. Estos resultados indican que la exposicion de ramas, como uno de los
componentes del rendimiento, repercute en el desarrollo de estructuras reproductivas en C.
longirostrata. Al respecto, el espaciamiento entre las plantas es uno de los factores que afectan la
ramificacion y el rendimiento de las semillas en especies como C. juncea y soya (Tripathi et al.,
2013; Xu et al., 2021), por su efecto en la tasa de crecimiento y en la competencia entre las plantas
por los insumos necesarios para el crecimiento y el desarrollo. Xu et al. (2021) analizaron la
contribucion de las ramas al rendimiento de soya mediante dos fechas de siembra en seis

densidades de siembra de dos cultivares; el nimero de vainas por planta crecio con el aumento del
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namero de ramas, mientras que el nimero de vainas por unidad de area disminuyo, por lo que, el
rendimiento también se redujo. Ademas, los autores observaron respuesta diferente de los
cultivares; uno, con una densidad menor de plantacion, incrementé el rendimiento como resultado
de més ramas; otro cv. incrementd su potencial de rendimiento con una mayor densidad de
plantacion debido al menor nimero de ramas y su tolerancia mayor a la competencia por densidad
de siembra mayor. Asi, el rendimiento de semillas puede aumentarse en plantas con poca capacidad
de ramificacion en siembra con densidad moderada (Xu et al., 2021). La relevancia de las ramas
en el incremento del rendimiento de semilla en C. juncea se debid a que el desarrollo de las ramas
laterales aumento los sitios para el desarrollo de frutos; esto se comprob6 cuando se eliminé la
dominancia apical, al separar el apice del tallo (Tripathi et al., 2013). Por lo que, en estudios futuros
la densidad de plantas de C. longirostrata en los sitios muestreados complementara el analisis de

las diferencias en el rendimiento de semilla.

Los frutos del presente estudio tuvieron longitud y diametro que coincidieron con los de
ejemplares de herbario (longitud entre 1.5 y 2.5 cm y didmetro entre 5 y 9 mm) recolectados en el
Valle de Tehuacan-Cuicatlan, Puebla-Oaxaca, México (Soto-Estada, 2004) y en la region del
Bajio, México (Rzedowski et al., 2016). Estos resultados indican que las dimensiones de los frutos
de C. longirostrata son caracteres relativamente estables y tipicos en diversas regiones de México.
Esta homogeneidad contrasta con la distribucién de los racimos y frutos a lo largo del tallo en las
localidades muestreadas. En relacién con los frutos, las valvas son componentes del rendimiento
que pueden tener efecto en el rendimiento de semilla. Esas estructuras, ademas de la funcion
protectora a las semillas, pueden tener actividad fotosintética y aportar asimilados y nutrientes que

impulsan el crecimiento de las semillas; ademas, la sefializacion generada por las valvas coordina
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el crecimiento, llenado y maduracion de las semillas, todo esto con repercusiones en el rendimiento

(Bennett et al., 2011).

El numero de semillas por fruto fue el componente del rendimiento que no difirié entre las
localidades. Pero las diferencias en la cantidad de racimos y frutos por rama y por planta entre las
localidades pueden repercutir en el rendimiento de semilla; aunque, con tendencias parcialmente
diferentes. Esto permite suponer la presencia de tres biotipos, uno por cada localidad muestreada,
que de acuerdo con el ACP no difieren completamente, ya que comparten ciertas caracteristicas
en los componentes del rendimiento. En contraste con la homogeneidad de las dimensiones de los
frutos, el nimero de semillas, nueve en promedio, por fruto en las tres localidades fue poco menor
al documentado, de entre 10 y 16, en algunos ejemplares de herbario (Soto-Estada, 2004;

Rzedowski et al., 2016).

La cantidad de frutos por planta, como componente del rendimiento, estd relacionada
directamente con la produccion de semillas (Guerrero, 1999). Estas Gltimas tienen importancia
central en el presente estudio, ya que es el insumo critico en los sistemas agricolas. Es decir, para
el cultivo y multiplicacion de plantas, en campo de cultivo o invernadero, es necesario contar con
semilla suficiente y de buena calidad (Vinicius de Araujo et al., 2018). En este estudio se demostré
que las poblaciones silvestres de C. longirostrata, del estado de Guerrero, producen en promedio
de 3054 a 10707 semillas por planta. En contraste, el namero promedio de semillas por fruto es
un caracter homogeneo (8 a 10 semillas por fruto) entre las localidades. Ademas, la calidad
fisiolégica de las semillas de las tres regiones muestreadas esta actualmente en proceso, para

complementar la informacion.
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Los resultados del presente estudio indican que las plantas mas productivas, con mayor nimero
de ramas, racimos Yy frutos por planta, nimero de frutos por racimo y por rama, nimero de semillas
por rama y por planta y rendimiento de semilla se desarrollaron en la localidad MAG, con suelo
franco arenoso, con capacidad de campo y punto de marchitez permanente menores, pero con
capacidad de intercambio cationico, y contenido de P y K intercambiable mayores respecto a los
otros sitios. Ademas, el sitio MAG es una zona con potreros y cultivos, como maiz y frijol,
cercanos. En contraste, las plantas con los valores significativamente menores de esos
componentes del rendimiento y del rendimiento correspondieron a la localidad SAA, en suelo
franco limoso, con pendiente de 25°, entre cerros y con capacidad de campo, punto de marchitez
permanente, conductividad eléctrica y N total mayores respecto al de los otros sitios; ademas, esas
plantas con los rendimientos menores crecieron en suelo con menor contenido de Ca
intercambiable y P extraible, respecto a los otros sitios. Al contrario, el pH y el contenido de Mg
y de K intercambiable fueron similares en las tres localidades, por lo que no se relacionaron

directamente con las diferencias en el rendimiento y sus componentes entre las localidades.
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1.7 CONCLUSIONES

Los componentes del rendimiento y el rendimiento de semilla de poblaciones de C. longirostrata
muestran variabilidad genética (biotipos) y especificidad al ambiente de crecimiento. Los biotipos,
independientemente del ambiente en el que crecen, producen miles de semillas por planta con
potencial de uso para multiplicar las plantas ex situ. Sin embargo, los ambientes menos calidos y
los suelos con capacidad de campo y punto de marchitez permanente mayores parecen menos
favorables para la produccion de semillas. Al contrario, el suelo con mayor capacidad de
intercambio catidnico, concentracion de materia organica, P extraible y K soluble parece favorecer

el desarrollo de las plantas de C. longirostrata, que resulta en alto rendimiento de semilla.

Actualmente, la informacion del rendimiento y sus componentes del germoplasma de C.
longirostrata es escasa; por lo tanto, los resultados del presente estudio son la informacién méas
completa con la que se cuenta a la fecha y puede ser la base para la produccion agricola de la
especie. Aunque, es necesaria la evaluacion de la calidad fisioldgica de la semilla y su respuesta a

las variaciones ambientales anuales.
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CAPITULO Il. CALIDAD FISICA Y FISIOLOGICA DE LA SEMILLA DE Crotalaria

longirostrata Hook. & Arn. (CHIPILIN) RECOLECTADAS EN GUERRERO, MEXICO
2.1 RESUMEN

El interés por el consumo y produccién agricola de Chipilin (Crotalaria longirostrata Hook. &
Arn.) es creciente; sin embargo, para el cultivo es necesaria semilla de buena calidad comercial,
pero la fuente principal de germoplasma son las poblaciones silvestres. El objetivo de este estudio
fue evaluar la calidad fisica y fisiologica de semillas de Chipilin recolectadas en tres sitios de
Ometepec, Guerrero, México. Los sitios de recolecta incluyeron uno con actividad urbana (AU),
uno con manejo agricola y ganadero circundante (MAG) y uno sin actividad antropica (SAA). Las
evaluaciones fueron anchura, grosor, longitud, biomasa, contenido de humedad y germinacion de
las semillas; ademas, la viabilidad y vigor de los embriones y la emergencia de las plantulas. La
germinacion de las semillas intactas se evalué con 25, 30, 35, 40 y 45 °C, el efecto del
envejecimiento acelerado por 24, 48, 72 y 96 h y la escarificacion mecanica. Los resultados se
analizaron con ANDEVA y comparacion de medias con la prueba de Tukey (o = 0.05). Las
caracteristicas fisicas de las semillas difirieron significativamente (P < 0.05) en sus dimensiones
fisicas y biomasa. Las semillas de la localidad AU y MAG presentaron viabilidad de embriones
(85 a 91 %) significativamente mayor respecto a las de AU (51 %), sin relacién con la calidad
fisica. La viabilidad de los embriones repercutié parcialmente en la germinacion total, germinacion
promedio diaria y emergencia de las plantulas. Las semillas de Chipilin de las localidades
muestreadas presentaron cerca de 90 % de latencia, de la que se elimina desde 30 hasta 80 % con
el incremento de la temperatura de germinacion, tratamiento pregerminativo con temperatura de

45 °C y H.R. saturada, aplicado aqui como envejecimiento acelerado, y escarificacion mecanica.
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Esto demuestra que las semillas de esas poblaciones silvestres son recurso potencial para la

produccidn de plantas de chipilin.

Palabras clave: germinacion, imbibicion, tetrazolio, viabilidad, vigor
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2.2 ABSTRACT

The interest in the consumption and agricultural production of Chipilin (Crotalaria longirostrata
Hook. & Arn.) is growing; however, good commercial quality seed is necessary for cultivation,
but the main source of germplasm is wild populations. The objective was to evaluate the physical
and physiological quality of Chipilin seeds collected from three sites in Guerrero, Mexico. The
sites included one with urban activity (AU), one with surrounding agricultural and livestock
management (MAG) and one without human activity (SAA). The evaluations were width,
thickness, length, biomass, moisture content and seed germination; in addition, the embryos
viability and vigor and seedlings emergence were quantified. The germination of intact seeds was
evaluated at 25, 30, 35, 40 and 45 °C, the effect of accelerated aging at 24, 48, 72 and 96 h and
seed mechanical scarification. Results were analyzed with ANOVA and comparison of means with
Tukey's test (a = 0.05). The physical characteristics of the seeds differed significantly (P < 0.05)
in their physical dimensions and biomass between collects. The seeds from the AU and MAG
localities showed significantly higher embryo viability (85 to 91 %) compared to those from AU
(51 %), unrelated to physical quality. The viability of the embryos partially affected total
germination, average daily germination and seedling emergence. The Chipilin seeds from the
sampled localities presented about 90 % dormancy, of which 30 to 80 % is eliminated with the
increase in germination temperature, pregerminative treatment, at 45 °C and saturated H.R.,
applied here as aging, and mechanical scarification. This shows that the seeds of these wild

populations are a potential resource for the production of chipilin plants.

Keywords: germination, imbibition, tetrazolium, viability, vigor
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2.3 INTRODUCCION

Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. también se conoce como Chipilin, es integrante de la
familia Leguminosae (Fabaceae), en México se distribuye en regiones tropicales y subtropicales
principalmente de Oaxaca, Guerrero, Chiapas, Tabasco y Veracruz (Soto-Estrada, 2004,
Rzedowski et al., 2016). Esta es una de las 16 especies registradas como comestibles por las
poblaciones étnicas, campesinas y citadinas de Mesoamérica (FAO, 2018; Arias et al., 2003). El
aprovechamiento de C. longirostrata incluye sus hojas jovenes y flores en la alimentacion y
herbolaria, desde tiempos prehispanicos, principalmente de poblaciones silvestres, y en proporcion
menor de cultivos de traspatio (Castro-Lara et al., 2014; Basurto-Pefia, 2011; FAO, 2018). El
follaje joven es fuente de carotenoides, vitamina C, hierro, calcio, proteinas (Arias et al., 2003;
Ek-Chulim et al., 2018), aminoacidos esenciales como como arginina, histidina, isoleucina, lisina,
leucina, treonina y valina (Mateos-Maces et al., 2020), y de metabolitos secundarios, como (Bibi

et al., 2015; Cruz-Rodriguez et al., 2020).

El interés de las comunidades indigenas en México y de la comunidad latina creciente en
la regién noreste de los Estados Unidos por las plantas de Chipilin ha promovido investigaciones
sobre su produccion agricola, con el objetivo de mantener disponible la planta durante el afio
(Mangan et al., 2010; Camarillo-Castillo y Mangan, 2020). Sin embargo, se ha documentado que
uno de los obstaculos para el cultivo de las especies Crotalaria es la falta de semilla con calidad

comercial aceptable (Araujo et al., 2018).

La calidad de semilla es resultado de la interaccion de atributos (genéticos, fisiologicos,
sanitarios y fisicos) que las hacen adecuadas para la siembra (Baskin y Baskin,1998). Estos

atributos son fundamentales para el éxito o el fracaso de la produccion de un cultivo; por lo que,

61



un lote de semilla con calidad fisica, sanitaria y fisiolégica mayor germina y produce
sincronicamente plantulas homogéneas en ambientes diversos (Pefia-Valdivia et al., 2012). Para
caracterizar especies que no se cultivan, también se toman en cuenta caracteristicas evaluables
mediante el desarrollo y estandarizacion de protocolos, sencillos y confiables para cada fin
particular (Baskin y Baskin, 2014). En el caso de la calidad fisica se incluye color, brillantez,
tamafio, biomasa, uniformidad y ausencia de fracturas y dafios visibles (Pefia-Valdivia et al., 2013;
ISTA, 2018). Ademas, parte de la calidad fisiologica (viabilidad, germinacion, velocidad de
germinacioén y caracteristicas de las plantulas) puede ser de interés determinarla en condiciones
favorables y desfavorables (prueba de fio, prueba de envejecimiento acelerado, entre otras) segun
el grado de domesticacion de la semilla y de acuerdo a la especie (Copeland y McDonal, 2001;
ISTA, 2018). Para que la germinacion se realice en condiciones favorables debe controlarse la
disponibilidad de agua y O (eliminacion de COy), la temperatura ambiente y la luz (Copeland y
McDonald, 2001; Baskin y Baskin, 2004). En el caso de las semillas es relevante el tamafio, el
espesor y estructura de la testa y el potencial matricial (Bewley et al., 2013) y las reservas, como
los carbohidratos, proteinas y lipidos (Bewley et al., 2013; Pefia-Valdivia et al., 2013). Ademas,
si la semilla esta en el suelo, debe considerarse la profundidad y tipo de suelo. Al respecto, Celis-
Veldzquez et al. (2008 a) documento la relevancia del vigor de las semillas para evaluar el
germoplasma mejorado de frijol (Phaseolus vulgaris L.); asi como, la eficiencia del uso de reservas
de las semillas de frijol silvestre y cultivares tradicionales (criollos) y mejorados, sembrados entre
2.5y 10 cm de profundidad, durante la emergencia y desarrollo inicial de la plantula (Celis-

Velazquez et al., 2008 b; Pefia-Valdivia et al., 2013).

El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad fisica y fisiologica de semillas de C.

longirostrata recolectadas en tres sitios de Ometepec, Guerrero, México.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Material vegetal

Frutos maduros (color café-oscuro que al agitarse emitian sonido similar a un sonajero cascabel)
de C. longirostrata se cosecharon aleatoriamente de 10 plantas, en enero de 2019, de poblaciones
silvestres en las localidades Las Vigas, Cabecera Municipal “Ometepec” y Llano Grande de los
Hilarios Igualapa, Guerrero, México. La identidad taxondémica se confirmé en ejemplares
recolectados ex profeso, herborizados y registrados en el Herbario-Hortorio CHAPA del Colegio
de Postgraduados (accesion Num. 155775). Las evaluaciones en las semillas incluyeron contenido
de humedad, longitud, anchura, biomasa y porcentaje de germinacién en condiciones estandar en
laboratorio, junto con la viabilidad y vigor de los embriones y la emergencia de las plantulas en
suelo agricola en condiciones de invernadero. Ademas, en las semillas incluimos la prueba de
envejecimiento acelerado. Las evaluaciones se hicieron en el laboratorio de Biofisica y Fisiologia

Ambiental y el invernadero del Programa de Posgrado en Botanica del Colegio de Postgraduados.

2.4.2 Evaluaciones

2.4.2.1 Determinacion de humedad

De acuerdo con el método descrito por la ISTA (2018), un gramo de semillas contenidas en cajas
de aluminio con tapa se deshidraté a 103 + °C por 17 h, se realizaron cuatro repeticiones. El

contenido de humedad se obtuvo mediante la siguiente igualdad.

m2 —m3
Porcentaje de Humedad = —— X 100
m2 —ml
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Donde:

m1l = peso de la caja y su tapa (g), m2 = peso de la caja, tapa y semillas (g), m3 = peso de la caja,

tapa y semilla después del secado (g).

2.4.2.2 Determinacion de las dimensiones y la biomasa de las semillas

La longitud, anchura y grosor de doscientas semillas de cada localidad, se midieron
individualmente con un vernier digital (Truper, CALDI-6MP;14388; precision + 0.01). La
biomasa se cuantificé individualmente en 200 semillas de cada localidad, en una balanza analitica
(Scentiech, SA120, precisién 0.0001 g). Para conocer el peso de mil semillas (P1000S), ocho
grupos de 100 semillas, por cada localidad, se pesaron en balanza analitica (Scentiech, SA120,

precision 0.0001 g) y cada valor se multiplico por diez (ISTA 2018).

2.4.2.3 Evaluacion de la viabilidad y el vigor de los embriones

Esta prueba se hizo con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio de acuerdo con la norma internacional
para el anlisis de semillas (ISTA, 2018). Para ablandar la testa seminal, las semillas escarificadas
en el lado opuesto al eje hipocétilo con una lija del nimero 80, se hidrataron con agua destilada
durante 16 h. Después se retird la cubierta seminal, con ayuda de agujas de diseccion y la
visualizacion con un microscopio estereoscdpico. Las semillas sin cubierta seminal se colocaron
en una solucion de 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio al 1 % (en agua p:v), durante 24 h en
oscuridad. Después se calificd la intensidad de la coloracion. La clasificacion de los embriones,
segun su coloracién (International Seed Testing Association, 2010; Maldonado-Peralta et al.,
2016) fue: vivos y con vigor alto o vivos con vigor bajo. En el primer caso, los embriones
mostraron tincion total y color rojo intenso; la segunda clase correspondio a los embriones no

viables, que permanecieron parcialmente tefiidos, con coloracion tenue o incoloros. Los valores se
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expresaron en porcentaje. En esta evaluacion se incluyeron cuatro repeticiones de 50 semillas por

localidad.

2.4.2.4 Evaluacion de la germinacion de las semillas

La prueba estandar descrita por la ISTA (ISTA, 2018) se utilizo para cuantificar la germinacion
de las semillas en cajas Petri, con hojas de papel filtro, permanentemente humedecidas con agua
destilada, a 25, 30, 35, 40 y 45°C, y en oscuridad. La evaluacion incluyo a las semillas intactas
(sin escarificar) y escarificadas. Previamente, las semillas fueron desinfestadas con solucion de
hipoclorito de sodio comercial al 5 % (en agua v:v), por un minuto, las cuales se enjuagaron

repetidamente con agua destilada y se depositaron en las cajas Petri previamente esterilizadas.

Una semilla de consideré germinada cuando la raiz emergida tenia alrededor de 5 mm de
longitud (ISTA, 2018). Las semillas germinadas se contabilizaron cada 24 h, durante 35 dias. Los

parametros de la germinacion analizados y las ecuaciones para su célculo son los siguientes:

a) Porcentaje de Germinacion total (PGT).

PGT (%) = Numero de semillas germinadas ¥ 100
(%) = Numero de semillas en la unidad experimental

b) Germinacién media diaria (GMD).

GMD = PGT
X
X= Numero de dias para alcanzar el valor PG.

En todos los tratamientos la unidad experimental consistio de 25 semillas por caja Petri y

se evaluaron cuatro repeticiones.
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2.4.2.5 Prueba de envejecimiento acelerado de las semillas

El envejecimiento acelerado de las semillas se evalu6 con el método propuesto por Delouche y
Baskin (1973), con modificaciones realizadas por Rincén y Molina (1990). Las semillas se
mantuvieron sobre una malla de alambre inoxidable, dentro de cajas Petri (10 x 10 x 5 cm), a 41
°C £ 1°C yHR de 100 % (100 mL de agua destilada) durante 96 h, sin contacto con el agua. La
germinacion de esas semillas se evalud a las 24, 48, 72 y 96 h con la prueba estandar (ISTA, 2018).
La unidad experimental para el envejecimiento incluy6 100 semillas y la unidad experimental para
evaluar la germinacion en cada uno de los cuatro tiempos de muestreo consistié de 25 semillas; en
todos los casos se incluyeron cuatro repeticiones. El recuento de la germinacion se hizo cada 24 h

durante 35 dias.

2.4.2.6 Evaluacion de la emergencia de las plantulas

Semilleros de poliestireno con 200 cavidades se llenaron con turba vegetal (Peat Moss; Sunshine®
SS#3) humedecida a saturacion con agua; se colocd una semilla a 1 cm de profundidad en cada
cavidad. Los semilleros se mantuvieron en un invernadero y se aplico riego diario con un aspersor
manual. La unidad experimental consistié de 20 semillas y se evaluaron cinco repeticiones, de

cada recolecta.

2.4.3 Andlisis estadistico

Los resultados de las variables de calidad fisica se analizaron mediante ANDEVA y prueba de
comparacion de medias de Tukey (o = 0.05) con el programa estadistico del software MINITAB®
20.3. Los datos de la germinacion se transformaron a arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion

y se analizados mediante ANDEVA, comparacién multiple de medias con la prueba de Tukey (a
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= 0.05). La representacion grafica de los datos se obtuvo con el programa SigmaPlot de Jandel

Scientific (version 11.0).
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Calidad fisica

Las semillas mostraron diferencias significativas en la anchura, grosor, longitud y biomasa entre
los sitios de recolecta. Las semillas de la localidad MAG fueron las mas pesadas, pero mostraron
anchura, grosor y longitud intermedia respecto a las de las otras localidades. Las semillas de la
localidad AU con el grosor mayor, presentaron la anchura y longitud menores respecto a las otras
localidades. Ademas, aunque las semillas de las localidades AU fueron maés gruesas y las de la
localidad SAA maés anchas y largas, respecto a las de la localidad MAG, estas ultimas pesaron 11.4
% mas. En las diferencias de la biomasa de la semilla, su humedad no afectd, ya que, la variacion
entre 9.7 y 10 % no representd diferencia significativa entre las recolectas (Cuadro 2.1). Larelacion
entre la longitud y la anchura de las semillas, con valores entre 1.16 y 1.18 mm mostr6 que las

recolectas de C. longirostrata, de las tres localidades son casi cuadradas.

Cuadro 2.1. Achura, grosor, longitud, biomasa (+ E.E.) y humedad de semillas de chipilin
(Crotalaria longirostrata Hook & Arn.) recolectadas en Ometepec, Guerrero, México.

Localidad Anchura Grosor Longitud Biomasa Humedad
(mm) (mg) (%)
AU 2.69+0.006 ¢ 1.52+0.006 a 3.17+0.008c  8.90+0.09 b 9.9

MAG 2.86+0.006 b 1.42+0.005b 3.31+0.008 b 10.27+0.07 a 10.0
SAA 2.91+0.005a 1.26+0.001c 3.51+0.008a 8.90+0.13 b 9.7

AU: con actividad urbana, MAG: con manejo agricola y ganadero circundante y SAA: sin
actividad antropica. Valores seguidos con la misma letra dentro de columnas no son
significativamente diferentes (P <0.5); n = 200.

La frecuencia absoluta de las dimensiones y de la biomasa de las semillas de las tres
localidades describi6 una distribucién normal, o cercanamente normal, en las cuatro caracteristicas

evaluadas; pero, las curvas de la distribucién de la frecuencia de las cuatro variables mostraron la
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abundancia relativa de semilla més largas alrededor de 3.4 mm (Figuras 2.1 A), més anchas
alrededor de: 2.9 mm (Figura 2.1 B) de las semillas de las localidades MAG y SA. Ademas, en la
recolecta MAG abundaron las semillas més gruesas (alrededor de 1.6 mm; Figura 2.2 A) y con

biomasa mayor (alrededor de 10 mg; Figura 2.2 B) respecto a las de las localidades AU y SAA.
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Figura 2.1. Frecuencia de la longitud (A) y anchura (B) de semillas de Crotalaria longirostrata
Hook & Arn. recolectadas en localidades con: actividad urbana (barras y linea roja), manejo
agricola y ganadero (barras y linea azul) y sin actividad antropica (barras y linea verde) de
Ometepec, Guerrero, México (otros colores de algunas barras son resultado del traslape.
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Figura 2.2. Frecuencia del grosor (A) y de la biomasa (B) de las semillas de Crotalaria
longirostrata Hook & Arn. recolectadas en localidades con: actividad urbana (barras y linea
roja), manejo agricola y ganadero (barras y linea azul) y sin actividad antrépica (barras y
linea verde) de Ometepec, Guerrero, México (otros colores de algunas barras son resultado

del traslape).

2.5.2 Calidad fisioldgica

2.5.2.1 Viabilidad y vigor

Como resultado de la reaccion del tejido de los embriones al tetrazolio se diferenciaron dos grupos,
los viables con vigor alto y los inviables (Figura 2.3). Entre las recolectas hubo deferencia
significativa en los dos tipos de embriones. Las recolectas de las localidades AU y MAG mostraron

las proporciones significativamente mayores de embriones viables y vigorosos entre las tres
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localidades; en promedio, la recolecta de la localidad SAA mostré alrededor de 40 % menos

viabilidad respecto a AU y MAG (Cuadro 2.2).

229293

Figura 2.3. Embriones de semillas de Crotalaria longirostrata Hook & Arn. tefiidos con cloruro
de 2,3,5-trifeniltetrazolio, viables con vigor alto (1) y poco o no viables (2).

Cuadro 2.2. Porcentaje (+ E.E.) de viabilidad de embriones y germinacion total (25 °C y oscuridad
constante) de semillas de Crotalaria longirostrata Hook & Arn., recolectadas en Ometepec,
Guerrero, México.

Localidad de  Viabilidad y vigor Germinacion total
recolecta & L.
maximos
% Sin escarificar (%) Escarificadas (%)
AU 85+2.89a 9.0+10a 91+19ab
MAG 91+14la 12+16a 93+1.0a
SAA 51+4.04b 4+0.00b 83+3.0b

& Localidad AU: con actividad urbana, MAG: con manejo agricola y ganadero circundante y
SAA: sin actividad antropica. Valores en las columnas seguidos con la misma letra no son
significativamente diferentes (P <0.5).

2.5.2.2 Efecto de la temperatura en la germinacion de las semillas

El efecto de la temperatura, entre 25 y 40 °C, de germinacion en las semillas intactas fue
significativamente diferente entre las localidades. Ademas, la germinacién acumulada dependiente
de esas temperaturas mostro tendencias diversas entre las recolectas (Figura 2.4; Cuadro 2.3). En
las semillas de la recolecta AU, la germinacion entre 25 y 40 °C mostrd tendencia sigmoidea (y =
a/(1+exp(-(x-x0)/b))) y R? altamente significativa, entre 0.5278 y 0.8939 (Cuadro 2.3). El inicio

de la germinacion (3 dias) fue sincronica en esas temperaturas; pero la germinacion total se
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incrementod en proporciones diferentes con el incremento de la temperatura. En estas semillas, la
germinacion total aumentd de 9 % con 25 °C al doble con 30 °C y a 21 y 32 % con 35 y 40 °C,
respectivamente. Ademas, a 25 °C, la germinacion total se presentd en 16 dias y con las
temperaturas mayores el tiempo aumentd a 27 o mas dias. Con estas variables la tasa de
germinacion media diaria fue menor (0.41 semillas dia) con 25 °C e increment6 a 0.82, 0.91 y
hasta 1.68 semillas dia® con 30, 35 y 40° C, respectivamente (Figura 2.4 A; Cuadro 2.4). Las

semillas de esta localidad, como las de las otras dos, no germinaron a 45° C (Figura 2.4 A-C).

En las semillas de la localidad MAG, la germinacion acumulada mostrd tendencia
sigmoidea con 25 y 30 °C (R? altamente significativa de 0.8462 o mayor; Cuadro 2.3). Las
tendencias de las curvas con 35 y 40 °C mostraron notable asincronismo durante los 34 dias de
evaluacion y no correspondieron a algun ajuste simple y tipico del crecimiento vegetal, como el
exponencial, logistico o sigmoideo. En contraste, ambas curvas parecen describir tendencias doble
sigmoideas (Figura 2.4 B). La germinacion de las semillas de la localidad MAG inicié
sincronicamente, al 5° dia, con 25, 30 y 35 °C y disminuy0 a 3 dias con 40 °C. Las semillas de esta
muestra incrementaron los porcentajes de germinacion total con las temperaturas mayores a 25 °C,
la excepcidn fue 45 °C, con la que no hubo germinacion. Con 25 y 30 °C la maxima germinacion
fue 13y 6 % y se presentd después de 23 y 22 dias, respectivamente. En contraste, con 35 °C se
observo la primera fase “estacionaria” de germinacion alrededor de 20 % entre el 5° y vigésimo
dia, y la segunda fase, con la germinacion maxima (34 %) se presentd después de 28 dias. Con 40
°C, la tendencia fue similar la descrita con 35 °C (Figura 2.4 B). Independientemente de la
tendencia de la germinacion acumulada, las semillas de la localidad MAG incrementaron la
germinacion media diaria con la temperatura, desde 0.81 semillas dia™* con 25 °C a 1.37 semillas

dia con 40 °C (Figura 2.4 B; Cuadro 2.4).
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La germinacién méaxima de las semillas de la localidad SAA con 25, 30, 35 y 40 °C
describié tendencias sigmoideas (y = a/(1+exp(-(x-x0)/b))), con R?, entre 0.6509 y 0.8055,
altamente significativa (Cuadro 2.3). El inicio de la germinacién disminuy6 de 7 a 3 dias con el

incremento de la temperatura de 25 a 40 °C (Figura 2.4 C).

La germinacion total de las semillas de la localidad SAA fluctuo entre 4 % con 25°C y 31
% con 35 °C y disminuy0 a 23 % con 40 °C. Ademas, el tiempo necesario para que la muestra
mostrara esos valores varid con la temperatura, desde 4 dias a 25 °C hasta 31 dias con 35 °C. Los
porcentajes de germinacion total entre los 25 °C y 40 °C y el tiempo en el que se presentaron esos
valores mostraron que la tasa de germinacion media diaria varié de 0.38 semillas dia* con 25 °C
a 1.63 semillas dia™* con 35 °C (Figura 2.4 C; Cuadro 2.4). Las semillas de esta localidad, como

las de las otras dos, no germinaron a 45° C (Figura 2.4 A-C).
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Cuadro 2.3. Ecuaciones de las curvas ajustadas de germinacion de semillas sin escarificar, de
Crotalaria longirostrata Hook & Arn., recolectadas en Ometepec, Guerrero, Meéxico.

Localidad *  Temperatura R2 *
(°C)
AU 25 y =9.69 /(1+exp(-(x - 17.98)/4.20)) 0.7606**
30 y = 18.66/(1+exp(-(x — 20.36)/1.90)) 0.8939**
35 y = 42.29/(1+exp(-(X — 23.81)/5.27)) 0.7884**
40 y = 32.15/(1+exp(-(X — 9.11)/2.69)) 0.5278**
MAG 25 y = 13.23/(1+exp(-(X — 11.54)/2.49)) 0.8807**
30 y = 15.55/(1+exp(-(x — 15.04)/4.87)) 0.8462**
35 - -
40 - -
SAA 25 y = 4.04/(1+exp(-(x — 10.49)/1.66)) 0.8055**
30 y = 21.77/(1+exp(-(X — 18.60)/5.57)) 0.7443%*
35 y = 31.68/(1+exp(-(X — 13.41)/3.12)) 0.7442%*
40 y = 25.10/(1+exp(-(x — 16.72)/4.46)) 0.6509**

* Ajustes con incremento sigmoideo de tres parametros (f= a/(1+exp(-(x-x0)/b))) de la
germinacion de las semillas a 25, 30, 35 y 40 °C de las localidades AU: con actividad urbana,
MAG: con manejo agricola y ganadero circundante y SAA: sin actividad antrépica. **
Probabilidad altamente significativa del mejor ajuste.
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Figura 2.4. Germinacion acumulada (+ E.E.), dependiente de la temperatura 25, 30, 35,40y 45 °
C (circulos llenos, cuadros, triangulos o0 rombos, respectivamente), durante la germinacion,
de semillas de Crotalaria longirostrata Hook & Arn. recolectadas en localidades con
actividad urbana (AU), con manejo agricola y ganadero (MAG) y sin actividad antrépica
(SAA) de Ometepec, Guerrero, México.
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Cuadro 2.4. Efecto de la temperatura en la germinacion y tasa de germinacion de semillas, sin
escarificar, de Crotalaria longirostrata Hook & Arn., recolectadas en Ometepec, Guerrero,

Mexico.
Localidad* Temperatura Germinacién total Germinacién media diaria
(%) (semillas dia™)

AU 25 9c 0.41
30 18b 0.82

35 34a 1.21

40 32a 1.68

45 Oe 0.00

MAG 25 13 bc 0.81
30 16 b 0.50

35 36 a 1.20

40 37a 1.37

45 Oe 0.00

SAA 25 4d 0.31
30 19b 0.83

35 3la 1.63

40 23 b 1.15

45 Oe 0.00

*Localidades AU: con actividad urbana, MAG: con manejo agricola y ganadero circundante y
SAA: sin actividad antrépica.

2.5.2.3 Efecto de la escarificacion mecanica en la germinacion de las semillas

La escarificacion mecanica de las semillas generd diferencias significativas en su germinacién
respecto a las semillas intactas y entre las localidades. Las semillas intactas, de las tres localidades,
con 25° C y en oscuridad mostraron entre 4 % de germinacion total, las de la localidad SAA, y 12
%, las de la localidad MAG (Cuadro 2.2; Figura 2.5 A-B). El tiempo promedio en el que se

obtuvieron esos valores fluctuaron entre 13 dias en la recolecta de la localidad SAA 'y 23 d en las
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de la localidad AU. En contraste, la escarificacion mecanicamente de las semillas, de las tres
localidades, promovio el incremento significativo la germinacion total entre siete y 20 veces
(Cuadro 2.2). Ademaés del incremento de la germinacion total, la escarificacion mecénica de las
semillas aceler6 la germinacion abruptamente; con lo que la germinacion media diaria cambién de
0.39 a 22.75 semillas dia™ en la recolecta de la localidad AU, de 0.67 a 18.60 y de 0.31 a 16.60

semillas dia™* en las recolectas de las localidades MAG y SAA, respectivamente (Figura 2.5 A-C).
2.5.2.4 Efecto del envejecimiento acelerado de las semillas en su germinacion

El ambiente para evaluar el envejecimiento acelerado modifico la velocidad de germinacion y la
germinacion total de las semillas de las tres localidades; ademas, el efecto dependio del tiempo de
permanencia de las semillas en ese ambiente y fue evidente que en ninglin caso el efecto del
envejecimiento dafio las semillas y en consecuencia la germinacion total, respecto a los testigos de
cada localidad. Al respecto, las semillas de la localidad AU presentaron la germinacién total entre
9y 14 %, después de 24 a 96 h de envejecimiento acelerado, valores equivalentes al 12 % del
testigo (Figura 2.6. A; Cuadro 2.5). Las semillas de la localidad MAG incrementaron la
germinacion total después de permanecer entre 24 y 96 h en el ambiente de envejecimiento
acelerado, de 13 % en el testigo hasta 44 % con el tiempo mayo de envejecimiento acelerado
(Figura 2.6. B; Cuadro 2.6). El efecto parcialmente similar se presentd en las semillas de la
localidad SAA, aunque con cambios menores, pues el incremento fue de 4 % en el testigo a 14 %

con la muestra envejecida durante 96 h (Figura 2.6. C; Cuadro 2.6).
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Figura 2.5. Efecto de la escarificacion mecanica en la germinacion (+ E.E.) (cuadros), con 25 °C
y oscuridad, de semillas intactas (circulos llenos) de Crotalaria longirostrata Hook & Arn.
recolectadas en localidades con actividad urbana (A), con manejo agricola y ganadero (B)
y sin actividad antrdpica (C) de Ometepec, Guerrero, México.
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Figura 2.6. Germinacion a 25 °C y oscuridad de semillas, sin envejecimiento acelerado (circulos
vacios) o con envejecimiento acelerado durante 24, 48, 72 0 96 h (circulos llenos, cuadros,
triangulos o rombos, respectivamente), de Crotalaria longirostrata Hook & Arn.
recolectadas en Guerrero, México. Localidad con actividad urbana (A), con manejo
agricola y ganadero (B) y sin actividad antropica (C).
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Cuadro 2.5. Ecuaciones de las curvas ajustadas de germinacion, con 25 °C y en oscuridad, de
semillas, con envejecimiento acelerado, de Crotalaria longirostrata Hook & Arn.,
recolectadas en Ometepec, Guerrero, México.

Localidad * Tiempo R2*
(horas)

AU 0 y = 10.92 /(L+exp(-( - 19.32)/4.76)) 0.7296%*
24 y = 9.00 /(1+exp(-(x — 2.15)/0.07)) 0.6538**

48 y = 10.00/(1+exp(-(x — 2.07)/0.08)) 0.3556%*

72 y = 13.07/(1+exp(-(x — 2.31)/0.49)) 0.2503**

96 y = 14.01/(1+exp(-(x — 2.23)/0.23)) 0.8077**

MAG 0 y = 13.34/(L+exp(-(x — 11.59)/2.53)) 0.8816**
24 y = 23.07 /(1+exp(-(x — 2.55)/0.30)) 0.7012%*

48 y = 24.20 /(1+exp(-(x — 2.56)/0.61)) 0.6662%*

72 y = 24.09 /(1+exp(-(x — 2.03)/0.45)) 0.4608**

96 y = 46.08 /(1+exp(-(x — 3.93)/1.27)) 0.8462**

SAA 0 y = 4.04 /(1+exp(-(x — 10.49)/1.66)) 0.8055**
24 y = 6.00 /(1+exp(-(x — 1.94)/0.08)) 0.3892%*

48 y = 6.01 /(1+exp(-(x — 2.31)/0.41)) 0.3882%*

72 y = 8.00 /(1+exp(-(x — 2.04)/2.04)) 0.5740%*

96 y = 13.79 /(1+exp(-(x — 2.32)/0.36)) 0.5890**

* Localidad AU: con actividad urbana, MAG: con manejo agricola y ganadero circundante y SAA:
sin actividad antropica. Ajustes con incremento sigmoideo de tres parametros (f= a/(1+exp(-(x-
x0)/b))) de la germinacion de las semillas sin escarificar que permanecieron antes de la
germinacion 0 h (testigo), 24 h, 48 h, 72 h 0 96 h a 45 °C y HR de 100 %, en oscuridad. **
Probabilidad altamente significativa del mejor ajuste de la germinacion acumulada.
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Cuadro 2.6. Efecto del tiempo en envejecimiento acelerado (EA; con 41 °C, H.R. de 100 % vy
oscuridad) en la germinacion de semillas de Crotalaria longirostrata Hook & Arn.,
recolectadas en Guerrero, México.

Localidad* EA Germinacion total Tiempo para Germinacion media
(hora) %) germinacion total diaria
(dia) (Semillas dia™)
AU 0 (testigo) 12 23 0.39
24 9 3 3.00
48 10 3 3.33
72 13 4 3.25
96 14 4 3.5
MAG 0 (testigo) 13 16 0.81
24 19 3 6.33
48 25 6 4.17
72 25 6 4.17
96 44 7 6.29
SAA 0 (testigo) 4 13 0.31
24 6 3 2.00
48 6 4 1.50
72 8 3 2.70
96 14 5 2.80

* Localidad AU: con actividad urbana, MAG: con manejo agricola y ganadero circundante y SAA:
sin actividad antropica.

Ademas de lo descrito antes, la germinacion se acelerd y el tiempo para la germinacion
total disminuyé de 23 dias a 3 0 4 dias en las semillas de la localidad AU, de 16 a 3, 6 0 7 dias en
la recolecta MAG y de 13 a 3, 4 0 5 dias en la recolecta de la localidad SAA. Las modificaciones
en las semillas por las condiciones del ambiente para el envejecimiento acelerado incrementaron

la tasa diaria de germinacion, respecto a los testigos, en todos los casos. En las semillas de la
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localidad AU el incremento fue de 0.52 a 3.5 semillas dia™ después de 96 h de envejecimiento
acelerado. En las semillas de la localidad MAG el cambio fue de 0.81 a 6.3, también después de
96 h y en las semillas de la localidad SAA el incremento fue de 0,31 a 2.8 semillas dia™ (Figura

2.6; Cuadro 2.6).

La germinacion acumulada (25 °C y en oscuridad) de las semillas, de las tres localidades,
después de 24, 48, 72 y 95 h en el ambiente para el envejecimiento acelerado mostré tendencia
sigmoidea (y = a/(1+exp(-(x-x0)/b))) en todos los casos, con R? altamente significativa; por lo que,

no hubo diferencia con los testigos (Cuadro 2.5; Cuadro 2.6).
2.5.2.5 Emergencia de las plantulas

Debido a que las semillas escarificadas de las tres localidades incrementaron varias veces la
germinacion total con respecto a las semillas sin escarificar, la emergencia de las plantulas la
evaluamos en las semillas escarificas. Para fines comparativos también se incluyeron las semillas
sin escarificar de una de las localidades. Estas Gltimas correspondieron a la localidad con manejo
agricola y ganadero (Figura 2.7). Las semillas escarificadas de las localidades con actividad urbana
y con manejo agricola y ganadero rindieron 55 y 51 % de emergencia de plantulas, respectivamente
y sin diferencia significativa entre las dos localidades. El porcentaje de emergencia de plantulas
de las semillas de la localidad sin actividad antropica fue significativamente menor que el de las

otras dos localidades.
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Figura 2.7. Porcentaje de emergencia (+ E.E.) de plantas, en el sustrato y condiciones de
invernadero, a partir de semillas escarificadas, recolectadas en localidades con actividad
urbana (circulos), con manejo agricola y ganadero (cuadros) y sin actividad antrépica
(triangulos) de Guerrero, México. La emergencia (+ E.E.) de plantulas de semillas sin
escarificar, de una localidad con manejo agricola y ganadero (rombos), también se incluye.
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2.6 DISCUSION

Las diferencias en anchura, grosor y longitud de las semillas fueron significativas entre las
localidades, pero no parecen prominentes y no mostraron una tendencia reconocible. La anchura
y la longitud presentaron el gradiente SAA > MAG > AU; en el que, en promedio las semillas de
la localidad AU fueron 1.3y 7.6 % mas anchas y 3.0 y 7.0 % mas largas que las de MAG y AU.
En el grosor la relacion fue inversa, con el grosor de las semillas de SAA entre 6.6 y 17.1 % mayor
respecto a las de MAG y SAA. Ademas, las semillas de la localidad MAG fueron las més pesadas,
con 13.3 % mas biomasa respecto a las otras localidades. Independientemente de las diferencias
en las dimensiones, la relacion entre la anchura y la longitud de las semillas, varié de 1.16 a 1.18

mm/mm; lo que mostro que las semillas de las tres localidades fueron ligeramente rectangulares.

La calidad de semilla es preponderante para implementar programas tecnolégicos, y
mejorar la produccion y rentabilidad de los cultivos, ya que de ella depende la obtencion de plantas
vigorosas, resistentes a factores bioticos y abioticos (Garcia-Nava et al., 2000). En este sentido, el
contenido de humedad de las semillas determina la velocidad de deterioro y su conservacion
durante el almacenamiento (Copeland y Mc Donald, 2001; ISTA, 2018). Las semillas de las
localidades se cosecharon con humedad promedio (9.9 %) adecuada para almacenar y sembrar
(ISTA, 2018). Al respecto, cuando las semillas presentan humedad menor a 10 %, la cubierta
seminal o testa endurecida es impermeable al agua; si se mantiene con humedad mayor a 14 %
puede permanecer permeable en semillas con latencia fisica (Baskin y Baskin, 2014). Ademas, un
alto contenido de humedad favorece el desarrollo de insectos y hongos que podrian afectar la
calidad fisica y fisioldgica de la semilla (Copeland y Mc Donald, 2001). La longitud promedio de
las semillas del presente estudio coincidié (3 y 3.2 mm) con las recolectadas en el Valle de

Tehuacan-Cuicatlan, Puebla-Oaxaca, México (Soto-Estrada, 2004) y en el Bajio, México
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(Rzedowski et al., 2016); ademas, su biomasa promedio coincidié con aquellas recolectadas en
Cuajinicuilapa, Guerrero (9.6 mg; Rojas-Garcia et al., 2021). En general, la biomasa de las
semillas de Guerrero fue menor a la de una zona montafiosa subtropical en Jalisco, México (15
mg; Zuloaga-Aguilar et al., 2011). El tamafio de la semilla es un indicador de calidad fisioldgica,
que puede estar correlacionado positivamente con el vigor de las plantulas (Pefia-Valdivia et al.,

2012).

Los factores que afectan el desarrollo y tamafio de las semillas son del tipo intrinsecos y
extrinsecos a la planta, ademas de ser variados y numerosos, se ha sefialado que los eventos
moleculares y fisiologicos que conducen a la formacion y desarrollo de las semillas se conocen
parcialmente (Abid et al., 2009). Al respecto, la forma en que la energia y los nutrientes se mueven
a través de una planta y hacia una semilla en desarrollo es clave para garantizar la eficiencia de la
produccidn y calidad fisica y fisioldgica de las semillas. En estos procesos, el ambiente y el estrés
abiotico son particularmente relevantes (Smith et al., 2018). En relacion con lo anterior, la
precipitacion promedio anual total (1310 y 1350 mm, respectivamente) y la distribucién de la
precipitacion durante el afio, son relativamente similares en las localidades MAG y AU, vy
parcialmente diferentes en SAA, ya que, la precipitacion en esta Gltima es hasta 25 % mayor.
Ademas, la temperatura media (26.5 y 27 °C) y maxima (32.8 y 33.1 °C) anual son similares en las
localidades MAG y AU, pero en SAA son hasta 5 °C menores (CONAGUA, 2021; Salinas et al.,
2022). Es probable que estas diferencias repercutan en la calidad fisica y fisioldgica de las semillas

y ayudan a explicar los contrastes entre las semillas de las localidades evaluadas.

En la calidad fisioldgica de las semillas entre las localidades se reconocieron las siguientes
similitudes y diferencias. Las semillas de las localidades AU no difirieron significativamente

respecto a MAG en la viabilidad; pero, en promedio ambas mostraron 37 % mayor viabilidad
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respecto a las de SAA. Estas Ultimas mostraron 49 % de viabilidad menor por lo que, podrian
reactivarse o recuperarse fisiologicamente en ciertas condiciones pregerminativas o incluso
durante la germinacion. La viabilidad del embrion describe el nivel de su actividad metabolica y
de las enzimas necesarias para la germinaciéon de la semilla y el desarrollo de la plantula; un
embridn puede tener tejido vivo y muerto, por lo que en las condiciones adecuadas puede germinar
(Copeland y McDonal, 2001). Ademas, de las similitudes y diferencias ya descritas, el porcentaje
de germinacion total las semillas, en condiciones estandar (25 °C y oscuridad continua), de las
localidades AU y MAG no difirieron entre si y su promedio (10.5 %) fue mas del doble que en

SAA.

Los resultados mostraron que la temperatura 6ptima de germinacion de las semillas vario
parcialmente, entre 35 y 40 °C, en las recolectas de las tres localidades; ademas, que a 45 °C las
semillas se dafiaron después de varios dias y no germinaron; incluso, al final de los 35 dias que
durd el ensayo las semillas estaban dafiadas. Considerando la germinacion total promedio con la
temperatura estandar (25 °C) y la viabilidad maxima de los embriones con tetrazolio, se calcula
que las semillas de las localidades AU y MAG presentan alrededor de 80 % de latencia. En la
recolecta de la localidad SAA la latencia seria proporcionalmente menor si se considera que sélo
51 % de los embriones mostraron viabilidad y vigor maximo. La latencia externa o fisica de
semillas de C. longirostrata recolectadas en Oaxaca, Tabasco y Guerrero ya fue documentada
(Ayala-Herrada et al., 2010; Garduza-Acosta et al., 2020; Rojas-Garcia et al., 2021). En este
estudio, la escarificacion mecanica elimind esa proporcion de latencia en las tres recolectas;
ademas, promovio la germinacion en cierta proporcion de las semillas con vigor bajo de la
recolecta de la localidad SAA. Junto con la eliminacion de la latencia, la escarificacion mecanica

acelerd la germinacion y su porcentaje maximo se obtuvo entre 8 y 19 dias antes que en los testigos;
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ademas, la escarificacion mecanica también incremento la emergencia de las plantulas. La latencia
parcial o total de las semillas de C. longirostrata se ha eliminado mediante la escarificacion con
acido sulfarico concentrado, durante algunos minutos y hasta una hora (Ayala-Herrada et al., 2010;
Garduza-Acosta et al., 2020; Rojas-Garcia et al., 2021). Debido al tamafio de las semillas de la
especie, Ayala-Herrada et al. (2010) recomendaron la escarifican con acido; sin embargo, el costo,
el riesgo del manejo y de los residuos del ese compuesto restringen su uso en la experimentacion.
Un enfoque alternativo para la produccion de cantidades abundantes de plantas es incrementar la
densidad de siembra; al respecto, la disponibilidad de semilla no esta restringida, ya que una planta
en su ambiente natural produce miles de semillas, mas de 3000 y hasta cerca de 11 000, de acuerdo

con Salinas et al. (2022).

El ambiente (41 °C, H.R. de 100 % y oscuridad) de la prueba de envejecimiento acelerado
disminuy6 parcialmente la latencia, en proporciones variables entre las recolectas y entre los
tratamientos (recolecta x tiempo). Después de 24 a 96 h en esas condiciones, la recolecta de la
localidad MAG mostro la respuesta mayor, con 25 y hasta cerca de 50 % de germinacion. Ademas,
con las condiciones del envejecimiento aceleraron la germinacion de todos los tratamientos y la
germinacion total se obtuvo entre 8 y 19 dias antes que en los testigos sin envejecer. El efecto del
calor himedo previo a la germinacion fue parcialmente similar al que produjo el remojo con agua
a 70 °C (con enfriamiento naturalmente) o a 100 °C durante 1 min en semillas de C. longirostrata
recolectadas en Guerrero (Rojas-Garcia et al., 2021) o a 80 °C, durante 1 min, en las recolectadas

en Tabasco (Garduza-Acosta et al., 2020).

La prueba de envejecimiento acelerado, con calor humedo, propuesta por Delouche y
Baskin (1973), aplicada en el presente estudio, asemeja el proceso natural de senescencia de las

semillas. La senescencia natural o por almacenamiento de las semillas a largo plazo influye
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negativamente en la germinacion y el crecimiento de las plantulas. Ademas, la velocidad de
deterioro de las semillas depende de las condiciones ambientales en las que se desarrollaron; ya
que, las semillas en ambientes adversos pierden rapidamente la viabilidad de germinacion y la
longevidad (Reed et al., 2022). Los cambios internos incluyen: aumento de la concentracion de
radicales libres, dafio de los lipidos de las membranas, inactivacion de enzimas, dafio de las
proteinas de almacenamiento y del ADN (Bewley y Black 2012). Por lo que, el deterioro de las
semillas durante la senescencia natural o artificial (almacenamiento inadecuado) es un fenémeno
irreversible (Lamichaney y Maity, 2021). En este sentido, las tendencias al calentamiento global
y el aumento de la variabilidad de la temperatura ambiente pueden aumentar la latencia de las
semillas y reducir las tasas de germinacion (Reed et al., 2022). El envejecimiento acelerado, a 41
°Cy 100 % H.R., durante 72 y 96 h deterioro las semillas de C. juncea L. (Silva et al., 2017) y de
Dendrocalamus strictus, en las que la concentracion de azlcares, almidon, proteinas y lipidos, y
la actividad de la peroxidasa y la fosfatasa &cida y alcalina decayeron (Ravikumar et al., 2002). La
prueba de envejecimiento acelerado altera irreversible el metabolismo de las semillas, por
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (O2—, H202 y OH-), que son altamente reactivas y
toxicas, ya que degradar proteinas, carbohidratos y lipidos, dafian las membranas celulares y los
acidos nucleicos, provocando dafios en el embrion (Copeland y McDonal, 2001; Sharma et al.,
2012; Onder et al., 2020). Por lo anterior, la pérdida parcial de la latencia de las semillas de C.
longirostrata con el incremento significativo de la germinacion total y la disminucion del tiempo
para su inicio fue destacable en este estudio. Al respecto, la latencia de las semillas de esta especie
parece del tipo externo (Ayala-Herrada et al., 2010); ya que, la perdida de este caracter es atribuible

al dafio o alteracion fisica (abrasion con lija) o quimica de la testa (alteracion de su
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impermeabilidad por degradacion o eliminacion con calor hiumedo o con &cido sulfurico

concentrado).
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2.7 CONCLUSIONES

Las semillas de C. longirostrata, de tres localidades del estado de Guerrero, difieren
parcialmente en sus caracteristicas fisicas y biomasa. Las semillas, de la localidad con
manejo agricola y ganadero circundante presentan la biomasa mayor respecto a las semillas
de las localidades con actividad urbana y sin actividad antropica, pero no fueron mas

grandes, ya que su anchura, grosor y longitud son intermedios.

La viabilidad de las semillas es 6ptima, excepto en la recolecta sin actividad antrépica. No
obstante, el porcentaje de la germinacién promedio de las semillas de las tres localidades

es del 90 %.

Las semillas de las tres localidades incluyen una proporcion de hasta 80 % con latencia; su
respuesta a la escarificacion y al calor humedo previo a la germinacion, permite sugerir

que la latencia de estas semillas es fisica.

La temperatura éptima para la germinacién de las semillas de C. longirostrata es entre 35
y 40 °C; temperaturas menores inhiben parcialmente la germinacién de las semillas no

latentes y la inhibicidn es total, a 45 °C debido al dafio por calor de la semilla.

El ambiente con temperatura alta y H.R. de 100 %, propio para evaluar el envejecimiento
acelerado de las semillas, puede cuadruplicar la germinacion y disminuir, hasta siete veces,
el tiempo para la germinacion total de las semillas de las tres localidades. La respuesta
depende del tiempo, entre 24 y 96 h, de exposicion de la semilla a esas condiciones y de la

localidad de origen.
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e La emergencia de las plantulas de esta especie puede ser entre 30 y 60 % con semillas

escarificadas, en dependencia de la localidad de origen.
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CAPITULO Ill. EFECTO DE LA PODA Y DE CITOCININA EXOGENA EN LA
PRODUCCION DE FOLLAJE DE PLANTAS DE Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.

CULTIVADAS EN INVERNADERO
3.1 RESUMEN

Las hojas frescas de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. (Chipilin) son alimento para humanos
desde la época prehispanica; actualmente, se comercializa el follaje de plantas silvestres. El
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la poda y de citocinina bencilaminopurina (BAP)
exogena en la produccion de follaje de C. longirostrata cultivada en invernadero. La hipotesis fue
que la poda y BAP exo0gena separadas o combinadas promueven la produccion de follaje en la
etapa vegetativa. Para obtener los siguientes seis tratamientos, las plantas cultivadas en
invernadero, con 26-28 cm de altura, intactas o podadas se asperjaron con 120 mL por planta (cada
15 d, hasta completar tres aplicaciones) con agua o la mezcla acuosa respectiva: (1) testigo, (2)
DMSO (dimetilsulféxido, 300 pL) + tween (50 pL), (3) poda (de 4 cm del &pice del tallo) + DMSO
+ tween, (4) poda, (5) poda + BAP y (6) BAP. La citocinina (30 mg) se disolvié en 300 pL de
DMSO y 50 pL de tween 20 se adicionaron para romper la tension superficial. El disefio
experimental fue de bloques completos al azar, con cuatro repeticiones y una planta como unidad
experimental. Las evaluaciones fueron nimero de ramas sobre el tallo, nimero de hojas verdes por
planta, area foliar, biomasa fresca y seca de ramas, foliolos, peciolos y raiz. Con estos datos se
calcul6 la tasa de crecimiento absoluto del cultivo (TCA) y de asimilacion neta (TAN). Las
evaluaciones se hicieron 15, 30, 45 y 60 d después de iniciar las aspersiones. EI nimero de ramas
y hojas incremento linealmente en los 60 d de cultivo; aunque, la biomasa fresca de las ramas y
los foliolos, junto con el area foliar y la TCA decayeron después de 45 d en el testigo. Con la poda

ninguna de las variables evaluadas superd al testigo durante los 60 d. La BAP exdgena promovid
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el incremento lineal de ramas (num. y biomasa), hojas y foliolos (nim., biomasa 'y area) y TCA en
el periodo de evaluacion; ademas, el incremento del follaje y de la TCA fue hasta el triple respecto
al testigo en ese periodo. Ademas, la combinacion de la poda + BAP superd parcialmente al
tratamiento con la citocinina sola, pues las plantas generaron més hojas, con foliolos mas pesados
y TCA hasta cerca de 50 % mayor en 60 dias respecto a BAP. La produccion de follaje de C.
longirostrata es posible mediante el cultivo en invernadero y puede triplicarse con BAP exdgena

y la combinacién con poda temprana del tallo favorece ain mas esa produccion.

Palabras clave: foliolos, hojas, ramas, tasa de asimilacion neta, tasa media de crecimiento.
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3.2 ABSTRACT

Fresh leaves of Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. (Chipilin) are food for humans since pre-
Hispanic times; currently, the foliage of wild plants is commercialized. The aim of the study was
to evaluate the effect of pruning and exogenous benzylaminopurine (BAP) cytokinin on foliage
production of greenhouse-grown C. longirostrata. The hypothesis was that separately or in
combination pruning and exogenous BAP promote foliage production in the vegetative stage. To
obtain the following six treatments, intact or pruned 26-28 cm tall plants growing in greenhous,
were sprayed with 120 mL per plant (every 15 d, until completing three applications) with water
or the respective aqueous mixture. (1) Control, (2) DMSO (dimethylsulfoxide, 300 uL) + tween
(50 pL), (3) pruning (4 cm from stem apex) + DMSO + tween, (4) pruning, (5) pruning + BAP
and (6) BAP. Cytokinin (30 mg) was dissolved in 300 pL DMSO and 50 pL tween 20 were added
to break surface tension. The experimental design was randomized complete blocks, with four
replications and one plant as experimental unit. The evaluations include number of branches on
the stem, number of green leaves per plant, leaf area, fresh and dry biomass of branches, leaflets,
petioles and root. With these data, the absolute growth rate of the crop (TCA) and the net
assimilation rate (TAN) were calculated. The evaluations were made 15, 30, 45, and 60 d after firs
spraying. The number of branches and leaves increased linearly in the 60 d of cultivation; although,
the fresh biomass of the branches and leaflets, together with the leaf area and the TCA, decreased
after 45 d in the control. With pruning, none of the evaluated variables exceeded the control during
the 60 d. The exogenous BAP promoted the linear increase of branches (number and biomass),
leaves and leaflets (number, biomass and area) and TCA in the evaluation period; In addition, the
increase in foliage and TCA was up to triple compared to the control in that period. The

combination of pruning + BAP exceeded the control in foliage production from 15 days and the
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greatest significant differences were identified at 60 days, with values up to three times higher in
the evaluated foliage components. In addition, the combination of pruning + BAP partially
outperformed the treatment with cytokinin alone, since the plants generated more leaves, with
heavier leaflets and TCA up to about 50% higher in 60 days. Foliage production of C. longirostrata
is possible by greenhouse cultivation and can be tripled with exogenous BAP and the combination

with early stem pruning further enhances such production.

Keywords: leaflets, leaves, branches, net assimilation rate, average growth rate.
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3.3 INTRODUCCION

Las especies vegetales, tienen la capacidad de modificar su desarrollo, fisiologia e historia
evolutiva de acuerdo con las condiciones ambientales, el fenotipo y el genotipo, a esto se le conoce
como plasticidad (Sultan, 2000; Gratani, 2014). La adaptacion por plasticidad es un fenémeno
generalizado y relevante en las especies vegetales y ha evolucionado diferente entre las especies.
El estimulo que causa estas modificaciones puede ser directo, es decir el factor ambiental esta
presente cuando ocurre la adaptacion, o puede ser indirecto, es decir el estimulo ambiental que no
forma parte de aquel en el que ocurre la adaptacion (Bradshaw, 1965; Sussex y Kerk, 2001). Por

lo tanto, la plasticidad es parte esencial de la adaptacion de las plantas domesticadas y silvestres.

La poda, despunte o defoliacion que implica la eliminacion selectiva de una estructura de la
planta, como ramas, hojas, brotes o raices han mostrado que el habito de crecimiento puede
modificarse y se hace con objetivos diversos, pero frecuentemente es para aumentar la calidad de
los cultivos y de arboles frutales (Khan et al., 2007; Jin et al., 2018) asi como para controlar plagas
y enfermedades (Eyles et al., 2013; Ponmurugan et al., 2019). Estas técnicas se han utilizado en
horticultura para asegurar y regular la produccion y el rendimiento (Kumar et al., 2017; Schupp et
al., 2017). Al respecto, en plantas de yuca (Manihot esculenta Crantz) se ha documentado una
disminucion de 7 y 30 % del rendimiento de tubérculo cuando se realizan unay tres podas (Sunitha
et al., 2015). En contraste, la remocion del sexto y octavo meristemo apical del tallo principal de
plantas de pepino (Cucumis sativus L.) incrementd el numero de ramas laterales y flores; esto no
afecto la calidad fisiologica del fruto o las semillas (Nakada-Freitas et al., 2019). En el caso de la
hierba cicutaria (Anthriscus sylvestris L.) la eliminacion de tallos florales maduros promovio6 la
formacion de nuevos tallos y la eliminacion al inicio de la floracion puede estimular la produccién

de flores y disminuir la proliferacion vegetativa (Van-Mierlo y Van-Groenendael, 1991).
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Las podas vegetativas a 1.5 m de altura en Acacia saligna (Labill.) H.L. Wendl, con 30 % de
disminucion de la altura, promovio disminucion del contenido de azucares solubles, P, Mn y NOs
en la raiz (Peter y Lehmann, 2000). En plantas de camote (Ipomoea batatas L.) un corte apical
aumento las dimensiones de la raiz y un corte basal la disminuy6 hasta 20 % (Netsai et al., 2019).
En contraste, la eliminacion del 10 % de ramas de plantas de Amaranthus cruentus L. incremento
al doble la biomasa de tallo; ademaés, la longitud de ramas primarias, el nUmero de ramas
secundarias y la biomasa de las semillas también se incrementaron (Martinez-Moreno et al., 1999).
En el caso de A. hypochondriacus L. el tratamiento similar al anterior, disminuy6 la biomasa de
las hojas (Martinez-Moreno et al., 1999). Ademas de los efectos anteriores, la poda se ha
reconocido como una accion para el ahorro de agua, ya que reduce la transpiracion de las plantas

y modifica su morfologia (Alcorn et al., 2013; Jin et al., 2018).

La capacidad fisioldgica y bioquimica de las plantas para regular su crecimiento es amplia y
estd modulada por las hormonas vegetales. Estas son moléculas sefializadoras que se sintetizan,
movilizan y tienen efecto en diferentes tejidos, cuya concentracion es especifica para el proceso
que regulan (Bishop et al., 2015; Porta y Jiménez, 2019). Algunos de esos procesos son la division
celular, el crecimiento, la diferenciacion de los 6rganos (vegetativos, reproductivos y de las raices),
también, regulan la embriogénesis, la germinacién de las semillas, la senescencia y la defoliacién
en respuesta a estrés bidtico o abidtico (Bishop et al., 2015; Porta y Jiménez, 2019). Se han descrito
11 tipos de hormonas vegetales de las cuales cinco (giberelinas, acido abscisico, citoquininas,
auxinas y etileno) se relacionan con la fisiologia del crecimiento de las plantas (Bishop et al.,

2015).

Por ejemplo, 200 mg L de bencilaminopurina (BAP), como fuente de citocinina, aplicados al

cultivo de alcachofa (Cynara cardunculus L. var. Scolymus (L.) Benth) aumentaron 49 % la

97



emision de brotes vegetativos en comparacion con el control; sin embargo, se afecto la calidad, ya
que la concentracion de los minerales se alterd (Riahi et al., 2019). En el caso de las plantas de
alegria guineana (Impatiens hawkeri Bull) asperjadas con BAP (100 mg L™) el éarea foliar
incrementd (335 cm? por planta) en comparacion con el control (140 cm? por planta), por lo que

la biomasa acumulada también incrementd (Molinari et al., 2019).

La mezcla de BAP y &cido naftalenacético (ANA; 5.5 uM) aplicada al medio de cultivo
incrementd el numero de brotes vegetativos (8-10 brotes) y la composicion quimica de
carbohidratos no se vio afectada; sin embargo, la concentracién de monoterpenos oxigenados y
aromaticos fue menor en comparaciéon con la del grupo control (Lazzarini et al., 2019). La
citocinina exogena aplicada al follaje ha mostrado efectividad para contrarrestar alteraciones
negativas en cultivos horticolas, pero los procesos fisioldgicos involucrados no muestran una

tendencia similar (Carnelos et al., 2022).

Los efectos de la eliminacion de la parte apical de la planta (decapitacion) y la aplicacion de
citoquinina, giberelinas o auxinas exogenas en C. longirostrata no se han documentado. Esta
especie, conocida también como Chipilin, se desarrolla en clima tropical y forma parte de la familia
de las leguminosas, su follaje, principalmente de rodales silvestres, se utiliza para preparar
alimentos, bebidas y en herbolaria (Basurto-Pefia, 2011). Las hojas jévenes se consumen como
verdura, principalmente en el suroeste de México (Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Tabasco Yy
Veracruz) (Linares y Bye, 2015). El follaje joven de las plantas con 80 a 90 cm de altura se cosecha
con la finalidad de venderlo en manojos en los mercados locales. Los cortes modifican la
morfologia de la planta, por lo que con cada corte el agricultor-recolector busca modificar el
crecimiento natural de acuerdo a sus necesidades (observacion personal durante los recorridos para

muestrear plantas y semillas). Los cambios en la morfologia o el crecimiento de las plantas de
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Chiplilin en respuesta a la poda o la combinacion de la poda con alguna hormona de crecimiento
no se han documentado. EIl objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la poda y citocinina
(BAP) exbgena en la produccion de follaje de plantas de C. longirostrata cultivadas en
invernadero. La hipotesis fue que la poda y BAP exdgena separadas o combinadas promueven el

incremento del follaje de plantas de C. longirostrata en etapa vegetativa.
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3.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Sitio del estudio

El estudio se realizd de abril a agosto de 2021, en invernadero con cubierta plastica, en Montecillo,
Texcoco, Estado de México (19°29” N y 98° 53” O, y 2250 m s. n. m.). El clima de la regién, de
acuerdo con la clasificacion de Képpen, modificado por Garcia (2005), es Cw, que corresponde al

templado con lluvias en verano.
3.4.2 Material para el estudio

Las plantas se obtuvieron de semillas de C. longirostrata recolectadas de poblaciones silvestres,
en la localidad Las Vigas, Ometepec, Guerrero, México (16° 40’ 264” N, 98° 27 502” O y 264 m
s.n.m.; CONAGUA, 2021) en noviembre de 2020. Las semillas escarificadas, en el lado opuesto
al eje hipocotilo, con una lija del nimero 80, se sembraron en semilleros de poliestireno, con 200
cavidades con turba vegetal (Peat Moss; Sunshine® SS#3) humedecida a saturacion con agua; se

coloc6 una semilla, a 1 cm de profundidad, en cada cavidad.

Treinta dias después de la emergencia, dos plantulas se trasplantaron en macetas (color negro)
de vivero, con 10 kg de suelo agricola del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. El
analisis quimico del suelo revel6 las siguientes caracteristicas: suelo tipo arena migajosa, con pH
7.1, 0.28 % de materia organica, contenido alto de nitrégeno de 0.80 %, y contenido bajo de calcio,
fosforo y potasio con 3.0 cmol(*) kg2, 3.5 cmol(*) kgty 0.024 cmol(*) kg, respectivamente. La
temperatura y humedad relativa en el invernadero se registraron con un sistema automatizado

recolector de datos (data logger) (Figura 3.1).
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3.4.3 Tratamientos y disefio experimental

El estudio incluyo seis tratamientos, resultantes de la combinacidn de los testigos, un regulador de
crecimiento exdgeno y la poda apical. Tratamiento (1): testigo absoluto, plantas sin aplicacion de
regulador de crecimiento ni poda. Tratamiento (2): mezcla de disolvente, dimetilsulfoxido
(DMSO) del regulador de crecimiento y vehiculo o coadyuvante (DMSO + tween 20) en
concentraciones similares a las utilizadas para disolver el regulador de crecimiento y su aplicacion
a las plantas). Tratamiento (3): poda apical + DMSO + tween. Tratamiento (4): poda apical.
Tratamiento (5): poda apical + BAP 30 mg/L. Tratamiento (6): 6-bencilaminopurina (BAP, Sigma-

Aldrich®) en concentracion de 30 mg/L.

La BAP se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich®) en proporcion 30 mg de
BAP a 300 puL de DMSO (p:v). A esta mezcla se agregaron dos gotas (50 pL aprox.) de tween 20
(Boehringer Mannheim GmbH); este ultimo se aplica para romper la tension superficial y facilitar
la penetracion del regulador de crecimiento a través de la cuticula hacia la epidermis y células del
mesofilo de la hoja (Wilson-Garcia et al., 2008). Las plantas del tratamiento uno o testigo y del
tratamiento cuatro o poda apical absoluta se asperjaron con volimenes de agua destilada similares

a los utilizados para los otros tratamientos.

Las aspersiones se hicieron cuando méas del 50 % de las plantas tenian entre 26 y 28 cm de
altura, con un aspersor manual (120 mL por planta), cubriendose completamente el vastago, entre

las 18:00 y 20:00 h, cada 15 dias, hasta completar tres aspersiones.

La poda consistio en la eliminacion de 4 cm del apice del tallo de las plantas cuando tenian
entre 26 y 28 cm de altura. El corte se hizo con tijeras para poda (Truper, acero inoxidable) entre

las 17:00-18: 00 h para disminuir la deshidratacion por el corte.
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Las evaluaciones se hicieron en plantas cosechadas 15, 30, 45 y 60 dias después de hacer las
aspersiones. El disefio experimental fue de bloques completos al azar, con cuatro repeticiones y

una planta como unidad experimental.
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Figura 3.1. Humedad relativa (barras azules), temperaturas promedio minima (circulos azules),
media (circulos verdes) y maxima (circulos rojos) mensual en el invernadero en
Montecillos, Texcoco Estado de México, hasta el inicio de floracion de plantas de C.
longirostrata. Mes 2: febrero, ..., 10: octubre.

3.4.4 Riego y fertilizacion

El riego se aplico con un sistema en lineas con goteros antidrenaje, y dos estacas por maceta. Las
plantas fueron fertilizadas con la solucion nutritiva Steiner (1984), los primeros 20 dias después

de la aplicacion de los tratamientos.
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3.4.5 Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron el nimero de ramas sobre el tallo, nimero de hojas verdes por
planta, area foliar (sin incluir los peciolos) determinada con un integrador de area foliar (LI1-COR,

3100), medida en cm?.

También se cuantifico la biomasa fresca y seca de ramas, foliolos y peciolos, determinada en

una balanza de precision (Precisa, XB-2200C, precisién 0.01 g).

La biomasa seca se obtuvo después de mantener los tejidos ya mencionados y la raiz a 50 °C,
en horno con circulacion forzada de aire (BLUE M Island, Illinois U.S.A.), hasta obtener el peso
constante de los tejidos (aproximadamente 96 h). Con estos datos se calculd la tasa media de
crecimiento absoluto del cultivo (TCA) y asimilacion neta (TAN), mediante las ecuaciones

siguientes (Escalante y Kohashi, 2015):

BS, - BS,
TCA= ———
-t
BSZ - BS] In AFZ - In AF]
N (e ) ( )
AFZ - AFI tz - tl

Donde: BS, y BS; representan la biomasa seca final y la biomasa inicial, AF.y AF1 representan el
area foliar final y area foliar inicial; In = logaritmo natural de AF2 y AF1 en los tiempos t2 y t1,

respectivamente, y expresado en g dia™.
3.4.6 Analisis estadistico

Para el anélisis de los resultados se uso el procesador MINITAB® 20.3, se realiz6 ANDEVA y

prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0.05), para comparar los tratamientos por
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muestreo. La representacion grafica de los resultados se obtuvo con el programa SigmaPlot de

Jandel Scientific (version 11.0).
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 NUmero de ramas

El numero de ramas por planta en el testigo increment6 (P < 0.05) de siete a 85 en 60 dias de
crecimiento. Con excepcidn del tratamiento poda, en los otros tratamientos, incluido poda + BAP,
el nimero de ramas incremento durante los 60 dias. EI nimero promedio de ramas por planta varié
(P <0.05) entre los tratamientos a los 15, 30, 45 y 60 dias de crecimiento. Los tratamientos DMSO
+ tween, poda + DMSO + tween y BAP mostraron el incremento mayor en ese periodo total de 60

dias, respecto al testigo, con 150 ramas en promedio (Figura 3.2).

3.5.2 Numero de hojas

El nimero de hojas trifolioladas por planta en el testigo incremento (P < 0.05) fue de ocho a 800
en 60 dias. Entre los otros cinco tratamientos, DMSO + tween, poda + DMSO + tween y poda el
numero de hojas no cambio significativamente entre los 30 y 45 dias; sin embargo, el nimero de
hojas en estos incremento (P < 0.05) entre los 45 y 60 dias; y en el caso de DMSO + tween y poda
el incremento fue mas del doble. A los 60 dias, entre los tratamientos se observaron dos grupos,
en el primero se incluyo la poda y poda + DMSO + tween, con acumulacion similar (P > 0.05) al
testigo; el otro grupo, donde se agruparon los tratamientos DMSO + tween, poda + DMSO + tween

y BAP, acumularon en promedio 90 % mas hojas comparado con el testigo (Figura 3.3).

3.5.3 Biomasa fresca de foliolos

La biomasa fresca de los foliolos por planta en el testigo, poda apical sin y con (DMSO + tween
20) fue (P <0.05) de 9.63 g a casi 100 g en 60 dias. Aunque, a los 45 dias la biomasa fresca de los

foliolos del testigo fue 22 % mayor respecto a la acumulada a los 60 dias. En contraste, los otros
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tres tratamientos acumularon mas biomasa fresca (P < 0.05) en los foliolos durante los 60 dias.
Los tratamientos BAP y poda + BAP acumularon 165 g y més de tres veces mas biomasa fresca

de foliolos respecto al testigo a los 60 dias (Figura 3.4).
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Figura 3.2. Nimero de ramas + E.E. por planta de Crotalaria longirostrata durante 60 dias de
crecimiento en invernadero (n = 4), el asterisco sobre las barras indica diferencia
significativa o altamente significativa entre dos o mas tratamientos por fecha (o = 0.05).
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Figura 3.3. NUmero hojas + E.E. por planta de Crotalaria longirostrata durante 60 dias de
crecimiento en invernadero (n = 4), el asterisco sobre las barras indica diferencia
significativa o altamente significativa entre dos o mas tratamientos por fecha (a = 0.05).

3.5.4 Biomasa fresca de ramas

La biomasa fresca de las ramas por planta en el testigo increment6 (P < 0.05) de 6.8 g a 110 g en
60 dias. En contraste, excepto el tratamiento poda, los otros tratamientos acumularon mas biomasa
fresca (P < 0.05) en sus ramas durante los 60 dias. En el tratamiento poda la biomasa de las ramas
no cambio entre los 30 y 45 dias. A los 60 dias, los tratamientos formaron dos grupos, el primero
de ellos incluy6 los tratamientos DMSO + tween, poda y poda + DMSO + tween, con 43 % mas

biomasa promedio acumulada respecto al testigo. El otro grupo acumulé en promedio cerca del
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triple de biomasa fresca en sus ramas respecto al testigo e incluyo los dos tratamientos con BAP

(Figura 3.5).
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Figura 3.4. Biomasa de foliolos + E.E. por planta de Crotalaria longirostrata durante 60 dias de
crecimiento en invernadero (n = 4), el asterisco sobre las barras indica diferencia
significativa o altamente significativa entre dos o mas tratamientos por fecha (a = 0.05).

3.5.5 Area foliar

El rea foliar por planta en el testigo increment6 (P < 0.05) de 300 a 2025 cm? en 60 dias; aunque,

la acumulacion mayor (3006 cm?) se identifico a los 45 dias. El tratamiento poda no incrementé
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el &rea foliar entre los 30 y 45 dias; ademas, a los 30 y 45 dias hasta tres tratamientos acumularon

menos (P < 0.05) biomasa respecto al testigo.
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Figura 3.5. Biomasa fresca de ramas + E.E. por planta de Crotalarialongirostrata durante 60 dias
de crecimiento en invernadero (n = 4), el asterisco sobre las barras indica diferencia
significativa o altamente significativa entre dos o mas tratamientos por fecha (a = 0.05).

A los 60 dias los tratamientos poda y poda + DMSO + tween no difirieron (P > 0.05) del testigo,
en tanto el area foliar del tratamiento DMSO + tween se increment6 14 % el area foliar respecto
al testigo. Ademas, los tratamientos BAP y poda + BAP acumularon cerca de tres veces mas que

el testigo (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Area foliar + E.E. por planta de Crotalaria longirostrata durante 60 dias de
crecimiento en invernadero (n = 4), el asterisco sobre las barras indica diferencia
significativa o altamente significativa entre dos o mas tratamientos por fecha (o = 0.05).

3.5.6 Tasa absoluta de crecimiento (TCA)

Con excepcion del testigo, los tratamientos acumularon la mayor cantidad de materia seca por dia

a los 60 dias, en el caso del testigo la acumulacion mayor se identificé a los 45 dias.
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Figura 3.7. Tasa absoluta de crecimiento + E.E. de Crotalaria longirostrata durante 60 dias de
crecimiento en invernadero (n = 4) con tratamientos diversos.

Ademas, a entre los 45-60 dias los valores de TCA fueron significativamente diferentes entre
los seis tratamientos. En los tratamientos poda + DMSO + tween, poda, BAP y poda + BAP, la
TCA increment6 linealmente durante los 60 dias. Con la caida de la TCA de los 45 a los 60 dias,
el control mostr la TCA menor a los 60 dias, con valores cercanos a 1 g dia, en el grupo completo
de los tratamientos. En el extremo opuesto, estuvo el tratamiento que combino poda + BAP, con
valores de TCA de 3 g dia. Ademas, el tratamiento BAP mostrd el siguiente valor mayor, con 2.2
g dia! a los 45-60 dias. Los tratamientos que combinaron vehiculo y coadyuvante y los dos con

poda mostraron valores intermedios (Figura 3.7; Cuadro 3.1).
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Figura 3.8. Tasa de asimilacion neta + E.E. de Crotalaria longirostrata durante 60 dias de
crecimiento en invernadero (n = 4) con tratamientos diversos.

3.5.7 Tasa de asimilacion neta

La tasa media de asimilacion neta (TAN) de los seis tratamientos se observo a los 15 dias, con
valores entre 0.003 g cm dia?, en el testigo, y 0.0058 g cm™ dia, en el tratamiento BAP. La
TAN disminuyé drasticamente entre los 15 y 30 dias en los seis tratamientos, a valores menores a
0.0011 g cm? dia. La disminucion continu6 en la mayoria de los tratamientos a los 45 y 60 dias,

y Unicamente el tratamiento testigo mostro valor cero a los 60 dias (Figura 3.8; Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1. Tasa absoluta de crecimiento del cultivo (TCA) y de asimilacion neta (TAN) de
plantas de Crotalaria longirostrata, en invernadero, en funcién de la poda y la hormona de
crecimiento (BAP).

Tratamiento TCA (g dia?) TAN (g cm™ dia™)

15 30 45 60 15 30 45 60

Testigo 0.3c 09ab 1.4abc 09d 3e3b 9e*ab 3.1e*a 4.3e°b
DMSO + tween 04bc 14ab 1.3abc 1.7bc 4e®ab 1.2e%ab 1.8e*a 2.3e*ab
Poda+DMSO+tween 0.4bc 0.7b 10bc 12cd 4e®ab 7.0e*bc 2.8e“*a 1.7e*ab

Poda 05bc 0.7b 0.8c 13cd 5e%a 6.6e*bc 2.0e*a 3.3e*a
Poda+BAP 06b 15a 19a 30a 5e%a 85e%abc 25e*a 2.5e*ab
BAP 30 mg/L 0.8a 08b 1.7ab 22b 6eda 46e*c 42e%a 19e*ab

Tukey 0=0.05, DMS 0.302 0.7 0.74 070 2¢3 43e* 4.3e* 2.9¢*
Media general 055 1.0 1.4 1.74  5e?d 79¢e* 2.7¢*  2.0e*
CV (%) 245 304 238 179 159 241 699  68.6
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3.6 DISCUSION

Un caracter expresado por las plantas es la dominancia apical, la que se define como el control
ejercido por el apice de los brotes activos que actian como fuente de auxinas; estas hormonas
vegetales se movilizan basipetalamente a través de la corriente polar de transporte del sistema
vascular del tallo (Spencer et al., 2022). El flujo de auxinas basipétalo bloquea la capacidad de
exportacion de auxina a los meristemos axilares latentes (Prusinkiewicz et al., 2009; Bishop et al.,
2015). Sin embargo, si el transporte de auxina basipetal, se interrumpe, mediante la escision de los
brotes apicales, las yemas axilares pueden exportar auxina y en ellas las citoguininas (trans-zeatina
“tZ”), procedentes de la raiz, promueven el rebrote de las yemas axilares (Azcon-Bieto y Talon,
2013; Bishop et al., 2015; Barbier et al., 2017; Glanz-ldan et al., 2020); esto permite el crecimiento
de las ramas (Prusinkiewicz et al., 2009; Spencer et al., 2022). Los resultados del presente estudio
mostraron que la poda apical sumada a la presencia de BAP exdgena aumentd hasta 45 % la
ramificacion respecto al testigo de las plantas de C. longirostrata (Chipilin). Este resultado se
explica por la pérdida de dominancia apical y por la accion del regulador de crecimiento exdgeno,
lo que consecuentemente estimuld las yemas vegetativas laterales, que hasta entonces se
encontraban latentes. Este resultado coincidio con lo documentado en los estudios de Barbier et
al. (2019), Muiller y Leyser (2011), Ongaro y Leyser (2008) y Wu et al. (2021), en los que las
citoquininas promovieron la ramificacion lateral en las plantas. El incremento del nimero de ramas
se acompafio con el aumento significativo del nimero de hojas (52 %), biomasa fresca de foliolos
(68 %), ramas (64 %) y area foliar (67 %) respecto al grupo de los testigos. Los resultados de este
estudio coincidieron parcialmente con los de Sosnowski et al. (2019) en plantas de alfalfa
(Medicago x varia T. Martyn) asperjadas con BAP (30 mg/L), que incrementaron 21 % el nUmero

de hojas, aunque de tamafio menor. En las plantas de C. longirostrata, las hojas aumentaron en
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tamafio y grosor. Estos cambios, i.e., aumento del area foliar, se deben al alargamiento y
multiplicacion celular (Sosnowski et al., 2019; Wadas y Dziugiet, 2020). El efecto similar se
demostr6 en plantas de Epipremnum aureum L. con BAP (5 mg/L) exdgena; en esas plantas el
aumento de hasta 45 % del area foliar y de la biomasa fresca, mostré su asociacion con la
produccion foliar acelerada (Benedetto et al., 2013, 2015). El incremento de la biomasa vegetativa
se asocia con tasas de asimilacion neta y tasa absoluta de crecimiento mayores; ademas, con el
crecimiento mayor de las plantas tratadas por el efecto de la poda apical, la aplicacion de BAP
exogena incrementara. En el tratamiento testigo, la disminucion del TAN resultante del
crecimiento de las plantas de chipilin es atribuible al incremento de su follaje, durante los 15y 30
dias; el crecimiento y desarrollo de las hojas trifolioladas disminuy6 a los 60 dias, cuando estaban
iniciando la etapa reproductiva, evidenciada por la formacion de botones florales. A partir de esta
etapa, la senescencia foliar inicio; este efecto fue documentado por Escalante et al. (2015) en

plantas de maiz asociado con frijol ayocote.

La poda del meristemo apical incrementa los niveles de citoquininas, elimina la dominancia
apical y promueve el crecimiento de las yemas laterales (Azcén-Bieto y Taldn, 2013; Bishop et
al., 2015). En este estudio, la poda apical no afectd significativamente el nimero de ramas; sin
embargo, si incrementd el nimero de hojas, su biomasa y el area foliar respecto al testigo. El
incremento de los componentes del rendimiento relacionados con el follaje puede mejorar los
efectos causados por la aplicacion exdgena de BAP. En concordancia con lo anterior, la
eliminacion del 10 % de los brotes apicales en plantas de Amaranthus cruentus L. incrementd
longitud de ramas primarias y el nimero de ramas secundarias mientras que la biomasa del tallo

se incremento al doble (Martinez-Moreno et al., 1999).
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El DMSO es un compuesto organico utilizado frecuentemente como disolvente. Este
disolvente activé el metabolismo de las plantas de C. longirostrata ya que promovio6 hasta 40 %
el numero y biomasa de ramas, nimero de hojas y area foliar respecto al testigo. Aunque, estos
efectos fueron evidentes Unicamente después de tres aplicaciones del disolvente (cada 15 dias),
cuando las plantas tenian 60 dias de edad. La actividad del DMSO en los sistemas bioldgicos fue
documentado por Gutiérrez et al. (2003), quienes lo describieron como transportador sistémico de
sustancias quimicas en tejidos vegetales y animales y que mejora la penetracion de sustancias en
los tejidos vegetales; también, este compuesto se ha utilizado para disolver reguladores de
crecimiento, herbicidas y pesticidas (Maure et al., 1969). El efecto del DMSO como regulador de
crecimiento fue propuesto como resultado de las investigaciones que demostraron su efecto en el
aumento de enraizamiento, biomasa y longitud de raiz (28 y 10 %, respectivamente), la induccion
a la floracion y el control del tamafio de la planta mediante aspersiones foliares (San Miguel et al.,

2003).

Los resultados de este estudio coinciden con los documentados por Cruz-Campos et al. (2012);
estos autores observaron que las plantas de chile (Capsicum chinense Jacq) asperjadas con DMSO
incrementaron 17 % en el nimero de ramas primarias, altura y follaje. Asi mismo, Gutiérrez-
Rodriguez et al. (2003) demostraron el incremento del crecimiento en la longitud de la raiz y la
biomasa fresca de tubérculo de remolacha (Beta vulgaris L.), zanahoria (Daucus carota L.) y
rabano (Raphanus sativus L.) al aplicar DMSO a los cultivos. La investigacion de los efectos del
DMSO en las plantas de C. longirostrata y otras especies debe continuar para avanzar en el
conocimiento de su modo de accion y la concentracion adecuada para estimular el crecimiento y

rendimiento.
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En este estudio se demostr6 que la BAP exdgena extendio la fase vegetativa y, consecuentemente,
atraso la senescencia foliar de C. longirostrata. Al respecto, BAP aplicada exdgenamente
disminuye la senescencia, desacelera la degradacion de los pigmentos fotosintéticos asociada a la
senescencia y el deterioro de la funcion fotosintética, ya que frena la degradacion de la clorofila y

retrasa la senescencia (Janeckova et al., 2019; Sosnowski et al., 2019; Cho et al., 2022).

En general, la combinacion de poda y BAP (con concentracion de 30 mg/L) solubilizada con
DMSO es recomendable para obtener las formas comerciales optimas de Chipilin, después de 45
y 60 dias de cultivo; esto es, debido a que la venta de esta planta en los mercados incluye las hojas
y ramas tiernas. Estudios posteriores podran incluir evaluaciones de las dosis menores y mayores

de BAP para aumentar aun més la produccion de biomasa del follaje.

Este estudio también demostrd que el cultivo de plantas de Chipilin y la produccién de follaje
suficiente por planta es posible en invernadero. Sin embargo, la investigacion podra continuarse
para evaluar; entre las formas de cultivo deberd incluirse el cultivo en los terrenos de los

campesinos-productores, ya que, en general, los agricultores no tienen acceso a un invernadero.
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3.7 CONCLUSIONES

La produccion de follaje de C. longirostrata es posible mediante el cultivo en invernadero y puede
triplicarse con BAP exdgena y la combinacion con poda temprana del tallo se favorece ain mas

esa produccion.

El DMSO estimula la formacion de ramas y hojas, ademas la produccidn de biomasa en plantas de

C. longirostrata.
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CAPITULO IV. CONTRASTE EN EL CONTENIDO DE METABOLITOS PRIMARIOS
Y DEL METABOLISMO ESPECIALIZADO EN PLANTAS DE Crotalaria longirostrata

Hook. & Arn. RECOLECTADAS insitu Y CULTIVADA EN INVERNADERO

4.1 RESUMEN

El chipilin (Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.) se distribuye en regiones tropicales y
subtropicales de México; el aprovechamiento de sus brotes, hojas tiernas y flores, desde tiempos
prehispanicos, como alimento y en herbolaria es principalmente de poblaciones silvestres, y
eventualmente de cultivo. El objetivo fue evaluar la composicién quimica de foliolos, flores y
ramas recolectados de poblaciones silvestres en Las Vigas, Ometepec, Guerrero, México (16° 40’
264 N, 98° 27’ 502” O y 264 m s.n.m.) y de plantas cultivadas en invernadero en Montecillo,
Texcoco, Estado de Mexico (19° 29' N, 98° 53' O, 2,240 m s.n.m). En las muestras de esas
estructuras (secadas a 45 °C en estufa y pulverizadas) se cuantifico la concentracion de glucosa,
fructosa, sacarosa y almidon con un método enzimatico-colorimétrico, cenizas, y proteina total
con métodos cuantitativos estdndares. Algunos productos del metabolismo especializado se
identificaron con métodos cualitativos y cuantitativos. La concentracion de glucosa (32 %) y
fructosa (11 %) en los foliolos y el de sacarosa de las flores (8 %) de las plantas de invernadero
fue significativamente mayor respecto a las recolectadas in situ. Similarmente, la concentracion
de cenizas, fenoles, flavonoides y saponinas fue mayor (29, 15, 47 y 59 %) en los tejidos de plantas
en invernadero. En contraste, la concentracion de proteina (15 %), fibra detergente neutro (14 %),
hemicelulosas (21 %), taninos (60 %) y terpenos (46 %) de foliolos y flores recolectados in situ
fue mayor respecto a los de invernadero. La composicién quimica de los foliolos y las flores de

las plantas de Chipilin se modifica con el ambiente de crecimiento.
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4.2 ABSTRACT

The “chipilin” (Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.) is distributed in tropical and subtropical
regions of Mexico; the use of its young leaflets and flowers as food and in herbalism since pre-
Hispanic times is mainly from wild populations, and to a lesser extent from crops. The objective
was to evaluate the chemical composition of leaflets, flowers and branches collected from wild
populations in Las Vigas, Ometepec, Guerrero, Mexico (16° 40' 264 N, 98° 27' 502 W and 264
m a.s.l.) and from plants grown in greenhouses in Montecillo, Texcoco, Estado de México (19°
29'N, 98° 53" W, 2,240 m a.s.l.). In the samples of these structures (dried at 45 °C in an oven and
powdered) the concentration of ashes, total protein, and fiber was quantified with standard
quantitative methods; glucose, fructose, sucrose and starch were guantified with an enzymatic-
colorimetric method; and some products of the specialized metabolism were identified-quantified
with qualitative and quantitative methods. The concentration of glucose (32 %) and fructose (11
%) in the leaflets and that of sucrose in the flowers (8 %) of the greenhouse plants was significantly
higher than those collected in situ. Similarly, the concentration of ash, phenols, flavonoids and
saponins was (29, 15, 47 and 59 %) higher in the tissues of greenhouse plants. In contrast, the
concentration of protein (15 %), neutral detergent fiber (14 %), hemicelluloses (21 %), tannins (60
%) and terpenes (46 %) of leaflets and flowers collected in situ was higher compared to those of
the greenhouse. The chemical composition of the leaflets and flowers of Chipilin plants is modified

by the growth environment.

Keywords: Chipilin, dietary fiber, flavonoids, phenols, protein, saponins, sugars.



4.3 INTRODUCCION

Los metabolitos primarios se califican como esenciales para el crecimiento y desarrollo
fundamental de las plantas, en cambio, existe otro grupo de reacciones metabolicas y productos de
las vias biologicas que se identifican como metabolismo y metabolitos especializados (Colinas y
Fitzpatrick, 2022). EI metabolismo especializado ha evolucionado en las plantas debido a la
presion selectiva favorecida por la adaptacion a ambientes particulares, por lo que son relevantes
para las interacciones entre las plantas y el ambiente (Weng et al., 2021). Los limites bioquimicos
precisos entre el metabolismo primario y el especializado son imprecisos. Los metabolitos
especializados son multifuncionales y pueden actuar como reguladores del crecimiento, alimentar
al metabolismo primario y mediar en las interacciones planta-ambiente (Erb y Kliebenstein, 2020).
Ademas, se ha reconocido una interfaz entre el metabolismo primario y el especializado (Colinas
y Fitzpatrick, 2022), por lo que conviene ver a los metabolitos primarios y especializados como
redes metabdlicas completas integradas y formadas por la seleccion ambiental (Erb y Kliebenstein,
2020). La biosintesis, distribucion y movilizacion de los metabolitos difiere entre las estructuras
de la planta (Kumar et al., 2017). Ademas, los elementos inorganicos como Fe, Mg, Ca y otros
son relevantes en ambos grupos de reacciones metabdlicas, ya que son algunos de los cofactores
enzimaticos del metabolismo (Colinas y Fitzpatrick, 2022). Independientemente de la clasificacion
de los metabolitos producidos en las plantas, el interés en su presencia y concentracion en las
plantas comestibles es central en la alimentacion de los humanos por sus repercusiones en el
metabolismo (Essiett et al., 2010). La presencia, 0 ausencia, y la concentracion de los compuestos
quimicos de ambos tipos de metabolismo estan relacionados con la calidad alimenticia, el sabor,
olor y consistencia de las estructuras de la planta, y varian con la etapa fenoldgica, el ambiente de

crecimiento, su manejo y lugar de origen (Jiménez-Aguilar y Grusak, 2015; Kumar et al., 2017,
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Erb y Kliebenstein, 2020). Paralelamente, los metabolitos especializados son fuente de
medicamentos, antibidticos, antifungicos, cosméticos, perfumes y saborizantes (Erb y

Kliebenstein, 2020; Colinas y Fitzpatrick, 2022).

El género Crotalaria L. incluye entre 600 y 700 especies, su distribucion incluye regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Polhill, 1982; Bernal 1986). Quinientas de esas especies son
nativas de Africa y Madagascar y 79 son nativas de América. En México se localizan 21 especies
y ocho se han reconocido como endémicas (Soto-Estrada, 2004), distribuidas en la region sur-
oeste, entre 200 y 2600 m sobre el nivel del mar. De ellas se ha identificado a C. longirostrata
Hook. & Arn, C. pumila Ortega y C. incana L. con importancia agricola (Basurto-Pefia, 2011),
aunque son especies silvestres y, frecuentemente, arvenses; Recientemente se ha incorporado a C.
juncea L., como una especie forrajera alternativa y como abono para el suelo (Almeida-Santos et

al., 2019; Gamez et al., 2019; Magafia-Valenzuela et al., 2020).

Las plantas de C. longirostrata son herbaceas que pueden crecer hasta 2 m de alto, sus hojas
son trifolioladas; los foliolos son elipticos a obovados y sus inflorescencias en forma de racimos,
en el apice del tallo, presentan entre 10 y 30 flores amarillas, con manchas rojas (Soto-Estrada,
2004; Rzedowski et al., 2016;). Esta especie recibe el nombre comdn de Chipilin o Chipile en
Oaxaca, Guerrero, Tabasco y Chiapas (Basurto-Pefia, 2011; Castro-Lara et al., 2014) y es la Unica
registrada como comestible por las poblaciones étnicas, campesinas y citadinas de Mesoamérica
en época prehispanicay, actualmente, en México y Centroamérica (Arias et al., 2003; FAO, 2018).
Debido a la cantidad de migrantes mexicanos y centroamericanos en EE.UU., la demanda de este
producto esta incrementando en afios recientes (Mangan et al., 2010; Camarillo-Castillo y Mangan,
2020;). En México el consumo incluye los foliolos jovenes y las flores en la alimentacion y la

herbolaria, principalmente de poblaciones silvestres durante la temporada de lluvia y, en

123



proporcién menor, de cultivos de traspatio (Basurto-Pefia, 2011; Castro-Lara et al., 2014; FAO,
2018). La composicion quimica del follaje de C. longirostrata se ha documentado parcialmente,
incluyendo macro y micronutrientes como vitaminas (A, B1, B2, B-carotenos y &cido ascérbico),
minerales (2 a 9 %), fibra cruda (3 a 8 %) aminoacidos como arginina, histidina, isoleucina, lisina,
leucina, treonina y valina (1.76 a 6.7 %), proteina cruda (7 a 38 %), carbohidratos (7 a 9 %) y
compuestos funcionales como fenoles, flavonoides, saponinas, entre otros (0.02 a 0.4 %) en
cantidades suficientes para satisfacer los requerimientos individuales diarios (Ranhotra et al.,
1998; Avrias et al., 2003; Ek-Chulim et al., 2018; Mateos-Maces et al., 2020). Las actividades
fungicida, antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes de C. longirostrata se ha
comprobado y adjudicado a la presencia de productos del metabolismo especializado como
fenoles, flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, antraquinonas, antronas y alcaloides (Bibi et

al., 2015; Miranda-Granados et al., 2018; Cruz-Rodriguez et al., 2020).

Debido al incremento del consumo de Chipil se ha reconocido la posibilidad de su cultivo en
invernadero; sin embargo, se desconoce si el cultivo de las plantas modifica o no la composicion
de las estructuras comestibles, i.e., foliolos y flores, y las ramas como estructuras fuente de

metabolitos especializados.

El objetivo de este estudio fue comparar la composicién quimica de los foliolos, las flores y las
ramas de plantas de C. longirostrata recolectadas in situ, en Guerrero, México, con la de las
estructuras de plantas cultivadas en invernadero, en Montecillo, Estado de México. La hipdtesis
fue que la composicién quimica de los tejidos de las plantas de C. longirostrata no se modifica
significativamente con los ambientes de crecimiento y que su valor alimenticio como fuente de

metabolitos primarios y del metabolismo especializado se mantiene con el cultivo.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Material vegetal

Se recolectaron los foliolos, las flores y las ramas de C. longirostrata de poblaciones silvestres, de
la localidad Las Vigas, Ometepec, Guerrero, México (16° 40’ 264” N, 98° 27’ 502” O y 264 m s.
n. m.; CONAGUA, 2021) en noviembre de 2020. Las areas circundantes a los rodales muestreados
tienen manejo agricola y ganadero. El clima es calido subhimedo, con lluvias y canicula en verano
(Aw(w)), con 1100 mmy 25 - 28 °C de precipitacion y temperatura media anual, respectivamente
(Figura 4.1 A) (Garcia, 2004; CONAGUA, 2021). La vegetacion aledafia del sitio de recolecta
incluye arboles de Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. (Salinas et al., 2022). La identidad
taxondmica de las plantas muestreadas se confirmé con ejemplares recolectados ex profeso,
herborizados y registrados en el Herbario-Hortorio CHAPA, del Colegio de Postgraduados

(accesion Num. 155775).

Ademas de las muestras recolectadas in situ, para su andlisis se cosecharon las mismas
estructuras de plantas cultivadas en un invernadero del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 29' N, 98° 53' O y 2240 m s. n. m). Estas se
obtobtuvieron de semillas de frutos (legumbres) de C. longirostrata que se recolectaron en febrero
del 2019 de rodales en la misma localidad Las Vigas, Ometepec, Guerrero y. Las plantas en
invernadero se cultivaron entre febrero y agosto de 2020. En tres semilleros con 200 cavidades se
sembraron dos semillas por cavidad, de ahi se obtuvieron 100 plantas cada una se trasplant6 en
macetas con 10 kg de suelo agricola. Las plantas se regaron cada tercer dia a capacidad de campo,
durante 6 meses (a partir de abril de 2020). Después de cuatro meses se cosecharon los foliolos y

las ramas y meses después se cosecharon las flores. La temperatura y humedad relativa en el
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invernadero se registré a través de un sistema automatizado recolector de datos (data logger)
(Figura 4.1 B). Ambos grupos de muestras se deshidrataron a 45 °C hasta peso constante en estufa
con aire circulante (BLUE M Island, Illinois U.S.A.); luego, se trituraron en un molino
pulverizador eléctrico (Hamilton Beach®, 80350R) y se mantuvieron en bolsas platicas hasta su

analisis.

El analisis de las estructuras vegetales incluyd: contenido de materia seca y concentracion de
cenizas, proteina total, fibra detergente neutro, hemicelulosa, glucosa, fructosa, sacarosa, almidon,

fenoles, flavonoides, taninos, terpenos y saponinas.
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Figura 4.1. Precipitacion media y humedad a capacidad de campo (barras azules), temperaturas
promedio minima (circulos azules), media (circulos verdes) y maxima (circulos rojos)
mensual en (A) Las Vigas, Ometepec, Guerrero, México, y (B) en el invernadero en
Montecillos, Texcoco, Estado de México, durante el ciclo de crecimiento de plantas de C.
longirostrata. 1: enero, ..., 12: diciembre.
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4.4.2 Andlisis del material vegetal

4.4.2.1 Cuantificacion de materia seca, minerales (cenizas) y metabolitos primarios

El contenido de materia seca y la concentracion de cenizas y proteina cruda se determinaron con
los métodos descritos por la Asociacion Oficial de Analisis Quimicos (AOAC, 2005). El
porcentaje de fibra detergente neutro, fibra detergente acido y hemicelulosa se determinaron con

los métodos descritos por Van Soest et al. (1991).

La concentracion de los azlcares solubles y almidén se determind utilizando 50 mg de tejido
seco y triturado que se mezclaron con 1000 uL de etanol al 80 % en agua (v/v), se mantuvo a 80
°C durante 60 min y se centrifug6 a 10 000 x g durante 10 min, un total de tres extracciones. Los
sobrenadantes se mezclaron y la concentraciéon de glucosa, fructosa y sacarosa se cuantificaron
con el método enzimatico-colorimétrico descrito por Bernal et al. (2005). En el sedimento

insoluble se cuantifico el almiddn con el método enzimatico descrito por Boehlein et al. (2018).

4.4.2.2 Identificacion cualitativa y cuantificacion de productos del metabolismo especializado

La identificacion cualitativa de productos del metabolismo especializado se hizo en extractos de
0.2 g de cada tejido con 1 mL de metanol. La extraccion se hizo en un bafio ultrasénico
(AutoScienceAS5150B), durante 20 min, con un descanso intermedio de 5 min, después de
centrifugar a 5 000 x g. Los extractos se filtraron y almacenaron en viales de vidrio a 4 °C para su
analisis inicial. Este consistié en un “cribado fitoquimico”, que permitié identificar, mediante
agentes cromogenos (sustancias que reaccionan formando precipitados y cambio de color), la
presencia de alcaloides, fenoles, flavonoides, saponinas, taninos o terpenoides (Soto-Hernandez et

al., 2019). La presencia o ausencia de los grupos de estos compuestos en cada una de las muestras
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se confirmd mediante cromatografia en capa fina de acuerdo con lo descrito por Soto-Hernandez

et al. (2019).

Con base en los resultados de este analisis, se cuantifico la concentracion de fenoles,
flavonoides, saponinas, taninos y terpenoides mediante los métodos descritos por Hiai et al.
(1976), Porter et al. (1986), Waterman y Mole (1994), Chang et al. (2002), Fan y He (2006)
respectivamente, modificados por Soto-Hernandez et al. (2019). Para cada grupo de compuestos
se preparo6 la curva de calibracion respectiva, con acido galico, quercetina, saponina de quillaja y

acido oleandlico. Los resultados se expresaron en g/100 g de materia seca.

4.4.3. Andlisis de suelo

Muestras de 1 kg de suelo, de la superficie a 40 cm de profundidad, del sitio de recolecta se
obtuvieron de acuerdo con lo descrito en NOM.021-RECNAT-2002 (SEMARNAT, 2002).
Ademas, también se separaron muestras del suelo en el que crecieron las plantas en el invernadero
para analizarlo. El suelo se clasificd con los criterios de la WRB (IUSS Working Group WRB,
2015). El analisis de las muestras de suelo incluyd: color (carta de colores Munsell), densidad
(probeta), retencion de humedad (olla de presion), conductividad eléctrica, capacidad de
intercambio cationico, pH, bases intercambiables (acetato de amonio), materia organica (Walkley-
Black) y nitrogeno total (micro-Kjeldalhl), P soluble (Olsen y Dean, 1965) de acuerdo con lo

descrito por van Reeuwijk (2002).

4.4.4. Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con dos tratamientos, estructuras de plantas in
situ y de plantas cultivadas en invernadero, cada tipo de estructura vegetal y la localidad fue la

fuente de variacion. La unidad experimental fue una planta y se analizaron cinco repeticiones de
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cada estructura vegetal. Los datos de cada tipo de tejido se analizaron mediante la prueba t-Student
con el software SigmaPlot 11.0 (version libre: https://sigmaplot.software.informer.com/11.0/).
Ademas, se obtuvieron los correlogramas o matriz de correlacion, basados en los coeficientes de
correlacion p (rs) de Spearman, método de anélisis que no exigen la suposicion de la normalidad
de los datos (Wackerly et al., 2010). Este andlisis incluy6 a los metabolitos de foliolos, flores y
ramas con el procesador de datos RStudio (R Core Team, 2020) y se uso el paquete ggplot2 version

3.3.2 (Wickham, 2016) para obtener las figuras.
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4.5 RESULTADOS

4.5.1 Foliolos

La diferencia en la biomasa seca acumulada en los foliolos no fue significativa (P > 0.05) entre las
condiciones de crecimiento. En contraste, in situ los foliolos acumularon 29 % menos minerales

(P <0.05) (Cuadro 4.1).

Las diferencias en la concentracion de proteina total, fructosa y sacarosa de los foliolos fueron
significativas entre las condiciones de crecimiento; en contraste, la diferencia en la concentracion
de glucosa no fue significativa. Al respecto, los foliolos que crecieron in situ fueron 41 % mas
ricos en proteina total y 33 % en sacarosa, pero contenian 12 % menos fructosa respecto a los de

las plantas del invernadero (Figura 4.2 A-D).

Cuadro 4.1. Contenido de biomasa seca y concentracion de minerales (g/100 g + E.E.) de foliolos
y flores cosechados de plantas C. longirostrata en Las Vigas, Ometepec, Guerrero, México,
y de plantas cultivadas en invernadero en Montecillo, Texcoco, Estado de México.

Variable Foliolos Flores

In situ Invernadero In situ Invernadero
BS 95.80£0.063  95.71+0.018 (N.D) 96.35+0.008 * 92.11+0.05
Cz 6.58+0.010 * 9.28+0.015 5.82+0.005 * 10.84+0.008

Valores seguidos de un asterisco indican diferencias significativas en foliolos o flores entre las
condiciones de crecimiento (P < 0.05) segtn la prueba t-Student. BS = biomasa seca; CZ =
minerales; N.D = no hay diferencias significativas.

En el caso de los polisacaridos, las diferencias en la concentracion de almidén y de los
polisacaridos de la fibra extraida con detergente acido no fueron significativas entre los foliolos
de ambos origenes; en contraste, los foliolos de las plantas in situ contenian 28 y 15 % mas
hemicelulosa y fibra extraida con detergente neutro comparados con los cosechados en el

invernadero (Figura 4.3 A-D).
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El anélisis cualitativo de los grupos quimicos del metabolismo especializado mostré
abundancia relativa alta de alcaloides, fenoles, saponinas y terpenos y abundancia relativa
moderada y escasa de taninos y flavonoides en los foliolos cosechados in situ. Ese analisis mostro
las siguientes coincidencias entre los foliolos in situ y los cosechados en el invernadero; los fenoles
y las saponinas mostraron abundancia relativa alta en estos foliolos. Al contrario, en los foliolos
de las plantas del invernadero los terpenos y alcaloides se detectaron s6lo con abundancia relativa
moderada y escasa. Ademas, los grupos de flavonoides y taninos se encontraron en los foliolos del

invernadero en concentraciones relativas moderadas (Cuadro 4.2).

El analisis cualitativo de esos seis grupos quimicos del metabolismo especializado permitid
confirmar su presencia en los foliolos, aunque su abundancia relativa no concord6 con las

determinaciones cuantitativas.

Al respecto, los foliolos de las plantas in situ acumularon 15 % menos fenoles (P < 0.05) y
cerca de la mitad de flavonoides comparados con los de las plantas de invernadero (Figura 4.4 A-
B); en contraste, esos fueron significativamente mas ricos (60 %) en taninos respecto a los de las
plantas del invernadero (Figura 4.4 C). Las diferencias significativas en las concentraciones de
saponinas y terpenos también fueron evidenciadas con los anélisis cuantitativos; en el caso de las
saponinas, los foliolos de las plantas in situ presentaron cerca de 60 % menos saponinas, pero el

doble de terpenos respecto a los foliolos de las plantas del invernadero (Figura 4.4 D-E).
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Figura 4.2. Proteina total (A), glucosa (B), fructosa (C) y sacarosa (D) en foliolos de C.
longirostrata recolectados in situ, las Vigas, Ometepec, Guerrero, México y de foliolos de
plantas cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado de México. Cada barra
representa el promedio de cuatro repeticiones + error estandar.
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Figura 4.3. Concentracion de almidon (A), hemicelulosa (B), fibra detergente acido (C) y fibra
detergente neutro (D) en foliolos de C. longirostrata recolectados in situ, las Vigas,
Ometepec, Guerrero, México, y en foliolos de plantas cultivadas en invernadero,
Montecillo, Texcoco, Estado de México. Cada barra representa el promedio de cuatro
Repeticiones + error estandar.
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Cuadro 4.2. Presencia, con abundancia relativa, o ausencia® de grupos quimicos del metabolismo
especializado de foliolos, flores y ramas de plantas de C. longirostrata in situ y cultivadas

en invernadero
q

Tejido  Alcaloides  Fenoles Flavonoides Saponinas  Taninos  Terpenos

Tejidos recolectados in situ

Foliolos +++ +++ + +++ ++ +++
Flores ++ +++ + ++ ++ +++
Ramas ++ + + ++ + ++

Tejidos de plantas cultivadas en invernadero

Foliolos + +++ ++ +++ ++ ++
Flores ++ ++ + +++ + +++
Ramas - + - + + +

Abundancia relativa: alta (+++), moderada (++), escasa (+), nula (-).

Mediante el método de Spearman se mostro que, entre las variables analizadas de los foliolos
cosechados in situ existieron 15 correlaciones positivas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion
de 0.59 a1,y 15 negativas (P < 0.05) con coeficiente de correlacion de -0.59 a -1, respectivamente

(Figura 4.5).
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Figura 4.4. Concentracién de fenoles (A), flavonoides (B), taninos (C), saponinas (D) y terpenos
(E) en foliolos de C. longirostrata recolectados in situ, las Vigas, Ometepec, Guerrero,
México, y de foliolos de plantas cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado
de México. El asterisco sobre las barras indica diferencia significativa o altamente
significativa de acuerdo con la prueba t-Student (o = 0.05). Cada barra representa el
promedio de cuatro repeticiones * error estandar.
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Figura 4.5. Coeficientes de correlacion (p) de Spearman del contenido de minerales (Cz) y
metabolitos en foliolos de C. longirostrata cosechados de plantas (A) in situ, las Vigas,
Ometepec, Guerrero, México y (B) cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado
de México. El color de las elipses representa la intensidad de la correlacién (o =0.05).
Lineas diagonales o recuadros vacios indican correlaciébn maxima o minima. Glu: glucosa,
Fruc: fructosa, Sac: sacarosa, Adn: almidén, PT: proteina total, FDN: fibra detergente
neutro, FDA: fibra detergente acido, HEM: hemicelulosa, Fen: fenoles, Fvl: flavonoides,

Sap: saponinas, Tan: taninos, Ter: terpenos.

Entre las asociaciones (P <0.05) positivas estan los azticares con los productos del metabolismo
especializado, como la glucosa con fenoles y flavonoides, y la fructosa con los taninos. Entre las

asociaciones negativas significativas se identifico la glucosa con las saponinas y a la sacarosa con

los taninos. El almiddn se correlaciond negativamente con las saponinas (Figura 4.5 A).
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Las variables de los foliolos cosechados in situ presentaron correlaciones (P < 0.05) positivas
de la proteina total con la fibra detergente acido, la hemicelulosa y las saponinas y, negativa, con

los taninos (Figura 4.5 A).

Los foliolos de las plantas in situ tuvieron correlaciones (P < 0.05) positivas entre los productos
del metabolismo especializado, como fueron los terpenos con los fenoles y los flavonoides, asi
como los taninos con los fenoles y los flavonoides; aunque entre estos metabolitos no se detectaron

correlaciones negativas (Figura 4.5 A).

El andlisis mediante el método de Spearman mostrd que en las variables evaluadas de los
foliolos de plantas cultivadas en invernadero hubo 23 correlaciones positivas (P < 0.05), con
coeficiente de correlacion de 0.59 a 1, y 20 negativas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion de

-0.59 a -1 (Figura 4.5 B).

Entre las asociaciones significativas y positivas de los componentes foliares de las plantas del
invernadero estan la de glucosa con sacarosa y flavonoides, y la de estos ultimos con los minerales,
proteina total, taninos, terpenos y saponinas. lgualmente se identificaron las correlaciones
significativas y positivas de saponinas con los flavonoides y terpenos, y los taninos con terpenos.

(Figura 4.5 B).

Ademas, entre las variables de los foliolos cosechados en plantas del invernadero se observaron
correlaciones (P < 0.05) negativas entre la glucosa con las fibras, entre la fructosa con la sacarosa
y el almidén, la de hemicelulosa con flavonoides, saponinas, taninos y terpenos; también, los
fenoles se correlacionaron (P < 0.05) negativamente con la glucosa, sacarosa, minerales, proteina

total y fenoles; ademas, los flavonoides con las fibras y fenoles (Figura 4.5 B).
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4.5.2 Flores

Las flores de las plantas in situ acumularon 4 % (P < 0.05) mas biomasa seca respecto a las que
crecieron en invernadero; en contraste, la acumulada en los foliolos no fue significativa (P > 0.05)
entre su contenido de minerales fue cerca de la mitad (P < 0.05) respecto a las del invernadero

(Cuadro 4.1).

Las diferencias en las concentraciones de proteina total y de glucosa fue significativa entre las
flores de los dos origenes. Las flores recolectadas in situ contenian en promedio 23 % més proteina
total, pero 36 % menos glucosa (Figura 4.6 A-B). En contraste, las diferencias en las
concentraciones promedio de fructosa y sacarosa no fueron significativas (P > 0.05) entre las flores

de ambas procedencias (Figura 4.6 C-D).

En el caso de los polisacaridos, la concentracion de almidon en las flores no difirio
significativamente entre los origenes (Figura 4.7 A); en contraste las flores de las plantas in situ

contenian de 9 a 48 % mas hemicelulosa o fibras de los dos tipos cuantificados (Figura 4.7 B-D).
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Figura 4.6. Concentracion de proteina total (A), glucosa (B), fructosa (C) y sacarosa (D) en flores
de C. longirostrata recolectados in situ, las Vigas, Ometepec, Guerrero, México y de
plantas cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado de México. El asterisco
sobre las barras indica diferencia significativa o altamente significativa de acuerdo con la
prueba t-Student (oo = 0.05). Cada barra representa el promedio de cuatro repeticiones +
error estandar.
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Figura 4.7. Concentracion de almidén (A), hemicelulosa (B), fibra detergente acido (C) y fibra
detergente neutro (D) en flores de C. longirostrata recolectados in situ, las Vigas,
Ometepec, Guerrero, México, y de plantas cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco,
Estado de México. El asterisco sobre las barras indica diferencia significativa o altamente
significativa de acuerdo con la prueba t-Student (o = 0.05). Cada barra representa el
promedio de cuatro repeticiones + error estandar.
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El andlisis cualitativo mostrd presencia de los grupos de alcaloides, flavonoides, terpenos
fenoles, saponinas y taninos en las flores recolectadas in situ y de invernadero. La abundancia
relativa de los primeros tres grupos fue similar entre las flores y la de los otros tres grupos vario
entre moderada y escasa (Cuadro 4.2), aunque esta no concordd con las determinaciones
cuantitativas en la mayoria de los grupos de compuestos. Al respecto, las flores in situ acumularon
12 % menos fenoles y cerca de 90 % menos flavonoides respecto a las flores de las plantas de
invernadero (Figura 4.8 A-B); ademas, las flores recolectadas in situ presentaron cerca de siete
veces mas taninos respecto a las del invernadero (Figura 4.8 C). También, las diferencias entre las
concentraciones de saponinas y terpenos fueron significativas entre las flores, en el primer grupo
de compuestos, las flores de las plantas in situ presentaron cerca de un tercio menos respecto a las

flores del invernadero, pero cerca del doble de terpenos (Figura 4.8 D-E).

El analisis de las correlaciones, mediante el método de Spearman, entre los metabolitos de las
flores cosechadas in situ mostrd que, existieron 23 correlaciones significativas positivas, con
coeficiente de correlacion de 0.55 a 1 y seis negativas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion

de -0.58 a -0.89 (Figura 4.9 A).

Algunas de las asociaciones (P < 0.05) positivas se observaron entre glucosa con fructosa, los
minerales con fructosa y almidén, mientras que la proteina total se asocié positivamente (P < 0.05)
con estos dos ultimos y los taninos, y entre las asociaciones negativas estan glucosa con saponinas,
y sacarosa con los taninos. También destacaron las asociaciones positivas de los fenoles,
flavonoides y terpenos con las fibras y la de estas Gltimas con saponinas y terpenos; asi como, la

interaccion positiva de fenoles con saponinas y terpenos, entre otras (Figura 4.9 A).
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Los metabolitos de las flores cosechadas in situ destacaron por pocas asociaciones negativas
significativas, como las de saponinas con sacarosa y taninos, y la de estos dltimos con las fibras y

los fenoles (Figura 4.9 A).

El analisis de correlacion de las variables de las flores de las plantas cultivadas en el invernadero
mostré 15 correlaciones positivas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion de 0.59 a 1, y 20

negativas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion de -0.59 a -1 (Figura 4.9 B).

Entre las asociaciones significativas y positivas de los componentes en las flores de las plantas
del invernadero estan la de glucosa con fructosa y sacarosa y las de este Gltimo azucar con glucosa
y fructosa. Asi mismo, las correlaciones del contenido de proteina total con las de fibra detergente
acido, fenoles, flavonoides, taninos y terpenos fueron positivas y significativas. Entre los
productos del metabolismo especializado destacd la correlacion positiva (P <0.05) de taninos con

saponinas (Figura 4.9 B).
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Figura 4.8. Concentracién de fenoles (A), flavonoides (B), taninos (C), saponinas (D) y terpenos
(E) en flores de C. longirostrata recolectados in situ, las Vigas, Ometepec, Guerrero,
México, y de plantas cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado de México.
El asterisco sobre las barras indica diferencia significativa o altamente significativa de
acuerdo con la prueba t-Student (o = 0.05). Cada barra representa el promedio de cuatro
repeticiones + error estandar.
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Figura 4.9. Coeficientes de correlacion (p) de Spearman del contenido de minerales (Cz) y
metabolitos en flores de C. longirostrata de plantas (A) in situ, las Vigas, Ometepec,
Guerrero, México y (B) cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado de
Meéxico. El color de las elipses representa la intensidad de la correlacion (« = 0.05). Lineas
diagonales o recuadros vacios indican correlacion maxima o minima. Glu: glucosa, Fruc:
fructosa, Sac: sacarosa, Adn: almidén, PT: proteina total, FDN: fibra detergente neutro,
FDA: fibra detergente acido, HEM: hemicelulosa, Fen: fenoles, Fvl: flavonoides, Sap:
saponinas, Tan: taninos, Ter: terpenos.

Algunas de las asociaciones negativas (P < 0.05) entre los componentes de las flores de las

plantas del invernadero estan la de almidon con proteina y fibra detergente acido, los minerales

con fibra detergente neutro, taninos y saponinas y estas ultimas con fibra detergente acido, fenoles

y flavonoides. También destacaron, las correlaciones negativas (P < 0.05) de los terpenos con

azucares solubles, glucosa, fructosa y sacarosa, y con hemicelulosa (Figura 4.9 B).
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4.5.3 Ramas

Debido a que las ramas de las plantas de C. longirostrata no son alimento para los humanos, las
concentraciones de proteina total, fibra detergente acido, fibra detergente neutro y hemicelulosa,
no se incluyeron en las evaluaciones. Las diferencias en la concentracion de glucosa, fructosa y
almiddén en ramas de las plantas in situ respecto a ramas de plantas en invernadero no fueron
significativas (P > 0.05). En contraste, entre los metabolitos primarios cuantificados en ramas
Unicamente en la concentracion de sacarosa hubo diferencias significativas (P < 0.05); la
concentracion del disacérido fue tres veces mayor en ramas de plantas in situ respecto a las ramas

de plantas producidas en invernadero (Cuadro 4.3).

El andlisis cualitativo mostrd presencia escasa 0 moderada de alcaloides, flavonoides, terpenos
fenoles, saponinas y taninos en ramas recolectadas in situ. Los resultados obtenidos mostraron que
los alcaloides y flavonoides estuvieron ausentes y la abundancia relativa de fenoles, saponinas,
taninos y terpenos fue escasa en las ramas de plantas del invernadero (Cuadro 4.2). Las
determinaciones cuantitativas en la mayoria de los grupos de compuestos difirieron del analisis
cualitativo. Al respecto, las ramas de las plantas in situ acumularon 34 % menos fenoles y cerca
de seis veces menos flavonoides (P < 0.05) respecto a las ramas de plantas en invernadero; en
contraste acumularon el doble (P <0.05) de taninos respecto a las ramas de plantas en invernadero

(Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3. Concentracion de azucares solubles, almidon y de los grupos de compuestos del
metabolismo especializado (g/100 g) en ramas de C. longirostrata recolectados in situ, las
Vigas, Ometepec, Guerrero, México, o de plantas cultivadas en invernadero, Montecillo,
Texcoco, Estado de México.

Variable Ambiente de crecimiento Significanciaf
(2 <0.05)
In situ Invernadero

Glucosa 0.3064 0.1783 N.S.
Fructosa 0.2230 0.1695 N.S.
Sacarosa 0.8241 0.2613 *
Almidon 0.1001 0.1039 N.S.
Flavonoides 0.0089 0.050 *x
Fenoles 0.0716 0.108 *
Saponinas 1.4758 5.620 **
Taninos 0.0428 0.022 *
Terpernos 1.7998 0.935 N.S.

"Prueba t-Student, N.S. no significativa, ** altamente significativa con P < 0.001 y * significativa
con P <0.05.

Las ramas de plantas que crecieron in situ tuvieron la cuarta parte de concentracion de
saponinas de la presente en ramas de plantas en invernadero, mientras que los terpenos no

mostraron variacion (P > 0.05) entre las ramas de ambos grupos de plantas (Cuadro 4.3).

El anélisis de correlacion de Spearman, en ramas de plantas in situ, mostr6 ocho correlaciones
positivas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion de 0.59 a 1, y diez negativas (P < 0.05), con

coeficiente de correlacion. de -0.59 a -1 (Figura 4.10 A).

Entre las asociaciones significativas y positivas de los componentes en las ramas de las plantas

in situ estan la de glucosa con los flavonoides, saponinas y terpenos; ademas, la fructosa se
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correlacion6 positivamente con taninos y fenoles, y el almidén con estos ltimos. También fueron

positivas las correlaciones entre terpenos con flavonoides y saponinas (Figura 4.10 A).

Las correlaciones (P < 0.05) negativas se identificaron entre glucosa con fructosa y fenoles,
entre fructosa con flavonoides, saponinas y terpenos y entre sacarosa con taninos. Entre las
correlaciones (P <0.05) negativas de los productos del metabolismo especializado se identificaron

los fenoles con flavonoides, saponinas y terpenos y saponinas con terpenos (Figura 4.10 A).

En las ramas de las plantas cultivadas en el invernadero, el analisis de correlacion de Spearman,
mostro seis correlaciones positivas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion de 0.59 a 1 y nueve

negativas (P < 0.05), con coeficiente de correlacion de -0.59 a -1 (Figura 4.10 B).

Entre las asociaciones significativas y positivas de los componentes en las ramas de las plantas
del invernadero estan glucosa con sacarosa, el almidén y taninos; y la de estos tltimos con almidon.
Ademas, la fructosa se correlaciond positivamente con flavonoides, los fenoles con saponinas

(Figura 4.10 B).

La glucosa se correlaciond negativamente (P < 0.05) con sacarosa, fenoles, flavonoides y
saponinas, la fructosa con fenoles, la sacarosa con flavonoides y el almidon con fenoles y
saponinas. Las asociaciones (P < 0.05) negativas de los productos del metabolismo especializado

fueron entre los taninos con flavonoides y saponinas (Figura 4.10 B).
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Figura 4.10. Coeficientes de correlacion (p) de Spearman del contenido de minerales (Cz) y
metabolitos en ramas de C. longirostrata de plantas (A) in situ, las Vigas, Ometepec,
Guerrero, México y (B) cultivadas en invernadero, Montecillo, Texcoco, Estado de
México. El color de las elipses representa la intensidad de la correlacion (« = 0.05). Lineas
diagonales o recuadros vacios indican correlacion maxima o minima. Glu: glucosa, Fruc:
fructosa, Sac: sacarosa, Adn: almiddn, Fen: fenoles, Fvl: flavonoides, Sap: saponinas, Tan:
taninos, Ter: terpenos.

4.5.4 Suelo

El suelo agricola empleado en el invernadero tuvo textura diferente al de Las Vigas. El color,
incluyendo sus parametros como el brillo, el matiz y la pureza, fue similar en ambos suelos. En
tanto, las variables relacionadas con la composicién y las caracteristicas fisicoquimicas
contrastaron entre ellos. Respecto a la composicion, el suelo del invernadero mostrd6 mayor

proporcidn de arcillas, arenas y N total comparado con el de Las Vigas, mientras el contenido de
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limo y materia organica fue mayor que en este ultimo. Las diferencias de estos componentes son
destacables ya que el suelo agricola mostré 86 % menos materia organica y 35 veces mas N total.
El suelo del invernadero mostré conductividad eléctrica 65 veces mayor, el doble y diez veces méas
Cay K intercambiables, sélo trazas de Mg y once veces menos P intercambiables respecto al suelo

de Las Vigas (Cuadro 4.4).

149



Cuadro 4.4. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo de la localidad Las Vigas, Guerrero,
México y de suelo agricola de Montecillos, Estado de México.

Localidad

Las Vigas Montecillos
Matiz (hue) 10YR 10YR
Brillo (value) 4 4
Pureza 3 2
Textura Franco Arena migajosa

arenoso
Arcilla (%) 7 9
Arenas (%) 59 79
Limos (%) 34 12
Materia organica (%) 2.017 0.280
N total (%) 0.023 0. 800
Densidad aparente (g/cm?3) 1.52 1.40
Densidad real (g/cm?®) 2.68 2.48
Capacidad de campo (%) 18.84 22.00
Punto de marchitez permanente (%) 9.43 7.00
Conductividad eléctrica (dSm™) 0.02 1.30
pH (1:2 y 1:3 suelo:agua) 5.46 7.1
Bases intercambiables
Ca (cmol™ kg™t) 1.590 3.000
Mg (cmol™ kg™) 0.720 Trazas
K (cmol® kg™) 0.325 3.500
P (cmol™ kg™ 0.271 0.024
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4.6 DISCUSION

El consumo de las plantas o de sus estructuras depende de su composicion quimica, es decir
cantidad y calidad de sus componentes, y se centra en las especies alimenticias con frutos, semillas,
hojas, raices u otras estructuras ricas en proteinas, lipidos, carbohidratos, y otros productos del
metabolismo vegetal (Instituto de Nutricion de Centro Américay Panama, 2012). La digestibilidad
de este grupo de alimentos esta directamente relacionada con el tipo y cantidad de fibra alimentaria
(Yang et al., 2022). Algunos compuestos del metabolismo especializado en los tejidos de las
plantas pueden provocar toxicidad y alterar la digestibilidad y absorcion de nutrientes, asi como la
fisiologia de los consumidores (Ortiz et al., 2014). Al respecto, Lopez-Palacios y Pefia-Valdivia
(2020) sefalaron que los productos del metabolismo especializado son un grupo de compuestos
bioactivos diversos y su concentracion esta relacionada con el grado de domesticacion de las
especies vegetales y el ambiente de crecimiento. Por lo que, el estudio de la composicion de
alimentos nativos y de plantas silvestres, como Chipilin, que son parte del sistema alimentario de

los pueblos indigenas es relevante (Sotelo et al., 2007; Pérez-José et al., 2019; FAO, 2021).

Este estudio mostré que la composicion quimica de los foliolos, las flores y las ramas de C.
longirostrata se modifica parcialmente con el ambiente de crecimiento. En general, el clima in situ
y el ambiente en el invernadero fueron similares en las temperaturas minimas y méaximas y la
humedad no fue restrictiva. La fertilidad del suelo, en caracteristicas fisicas y quimicas difirid entre
los sitios de crecimiento. La concentracion de nueve de los 13 productos del metabolismo primario
y especializado cuantificados en el estudio fueron significativamente diferentes en los foliolos y
en las flores. En las ramas no se analizé el contenido de proteina y de la fibra alimentaria, debido
a que no son alimento para humanos y el interés en ellas se basa en su riqueza de compuestos del

metabolismo especializado (Cruz-Rodriguez et al., 2020; Pérez-Villatoro et al., 2020); en estas
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estructuras, cinco de los nueve productos del metabolismo cuantificados difirieron entre los sitios

de crecimiento.

Los foliolos y las flores de las plantas del invernadero acumularon mas minerales (Cuadro 4.1).
La concentracion superior de minerales en ambas estructuras de las plantas del invernadero tuvo
efecto en las correlaciones significativas con los metabolitos primarios y del metabolismo
especializado, aungue en forma diferenciada en cada uno de ellos (Figuras 4.9 y 4.10). Estas
diferencias son atribuibles al ambiente de crecimiento, en el que destacé el contraste en las

propiedades fisicas y quimicas del suelo, y a su interaccion con el genotipo (Mwakha et al., 2020).

El contenido de materia seca en los foliolos de este estudio fue mayor respecto a los observados
en plantas recolectadas en Guatemala y Veracruz, México (Arias et al., 2003; Guerra-Centeno et
al., 2016), lo que indica mayor acumulacién de metabolitos primarios y especializados, minerales,
o todos ellos, respecto a los de esos estudios. En el caso de los minerales, en promedio los foliolos
de las plantas cultivadas en invernadero y los de las plantas de Las Vigas acumularon cantidad
similar (9.2 y 8.0 %) de minerales al de hojas recolectadas en Veracruz (Arias et al., 2003) y
Guatemala (Guerra-Centeno et al., 2016). En contraste, el contenido de minerales de los foliolos
de ambos grupos de plantas fue mayor (entre 67 y 77 %) al documentado en las tablas de
composicion de alimentos en hojas de C. longirostrata (Mufioz et al. 2010; INCAP, 2012; Morales
et al., 2016). Todos estos valores mostraron que los foliolos de Chipilin aportan mayor cantidad
de minerales a los consumidores comparada con otros vegetales de hojas verdes, como verdolaga
(Portulaca oleracea L.; Ghanimi et al., 2022), espinaca (Spinacia oleracea L.) y acelga (Beta
vulgaris L.; Instituto de Nutricion de Centro América y Panama, 2012; Mzoughi et al., 2019;
Waseem et al., 2021). La composicion quimica de las flores de C. longirostrata no se habia

documentado antes del presente estudio; por lo que, los referentes pueden ser las flores comestibles
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de otras especies. El contenido de minerales de las flores de este estudio (6.0 a 11.0 %) fue mayor
al de flor de calabaza Cucurbita méxima L. (1.3 a 3 %), otra especie comestible (Ghosh y Rana,
2021; Biezanowska-Kope¢ et al., 2022). Esto indicd que la flor de Chipilin podria cubrir los

requerimientos diarios de minerales.

La proteina cruda de los foliolos y las flores de las plantas cultivadas fue menor al de las mismas
estructuras de las plantas de Las Vigas. Las diferencias parece que dependen de la calidad

nutrimental del suelo en el que crecieron las plantas.

La concentracion promedio de proteina cruda de los foliolos (23 %) de este estudio fue andloga
al de hojas de Chipilin de Tabasco, México (Pérez-Cornelio et al., 2016) y mayor a los valores (7
%) en las tablas de composicidn de alimentos en hojas de C. longirostrata (Mufioz et al. 2010;
INCAP, 2012; Morales et al., 2016). En contraste, el promedio fue menor al de las hojas de plantas
de Veracruz, México (38.3 %) y de Guatemala (50 %) (Arias et al., 2003; Guerra-Centeno et al.,
2016). Sin embargo, estos Ultimos valores son atipicos en estructuras foliares y coinciden o son
superiores a los de granos de cereales y leguminosas (Mufioz et al. 2010; INCAP, 2012; Morales

et al., 2016).

En este estudio la concentracion de los monosacéridos en los foliolos no se modifico con el
cultivo respecto a las plantas in situ y la concentracion de sacarosa fue menor; al contrario, con el
cultivo la glucosa fue mayor en las flores. Las flores de ambos grupos de plantas presentaron
concentraciones significativas mayores que los foliolos. Los azucares solubles son representantes
del metabolismo del C y participan en la expresion de genes, en la respuesta y la adaptacion de las
plantas al estrés ambiental como osmolitos y moléculas de sefializacion (Wang et al., 2018). La

concentracion mayor de sacarosa del tejido fuente, i.e., foliolos, in situ puede ser efecto de factores
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multiples como es, el sombreado parcial entre plantas, situacién no presente en invernadero. Al
respecto, en un estudio realizado en hojas de plantas de cempasuchil (Tagetes erecta L.), con y sin
sombra, se observo que a mayor sombreado se incrementd la concentracion de azlcares (Peralta
et al.,, 2020). La presencia de cantidades superiores de azlcares en flores también se ha
documentado en Malva sylvestris L. (Petkova et al., 2019). Aunque la concentracion de almiddn
en foliolos y flores no se modifico entre los ambientes de crecimiento de las plantas, las
correlaciones significativas entre los carbohidratos disponibles mostraron similitudes y contrastes
relevantes. En los foliolos la concentracion de fructosa incrementd a expensas de la sacarosa
independientemente del ambiente de crecimiento; Unicamente en el ambiente del invernadero la
fructosa también incrementd a expensas del almidédn y la glucosa increment6 paralelamente con la
sacarosa y esta Gltima con el almidon. En las flores las correlaciones mostraron que la glucosa
incrementa junto con la fructosa en ambos ambientes, y Gnicamente en el ambiente de invernadero
los monosacéridos incrementaron simultaneamente con la sacarosa y, a la vez, ésta incremento con
el almidon en las flores. Estos resultados indicaron que el metabolismo del C se modifico

parcialmente con el cultivo de las plantas en invernadero.

Los foliolos de Chipilin contienen mas azUcares que las hojas de acelga (0.04 a 0.2 g/100g ms)
(Mzoughi et al., 2019). La concentracién de ciertos azUcares, como la sacarosa puede presentarse
en respuesta a temperaturas bajas durante el crecimiento de la planta (Wei et al. 2017); sin
embargo, en el presente estudio la temperatura de crecimiento in situ y en el invernadero fueron
similares, por lo que no fue un factor que permita explicar la diferencia de la concentracion del
disacérido en los foliolos de las plantas in situ. Kan et al. (2018) sefialaron que la sacarosa es el

azucar dominante en las leguminosas, aunque puede diferir entre condiciones de crecimiento.
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El ambiente de cultivo no modificé los polisacaridos estructurales y otros componentes de las
paredes celulares, en este estudio representados por la fibra detergente acido, i.e., celulosa, lignina,
proteinas y cierto tipo de hemicelulosa y pectinas (Jaimes et al., 2019). Esta informacion,
complementada con la cuantificacion de la fibra detergente neutro permite confirmar que los
foliolos y las flores de las plantas del invernadero acumularon mas hemicelulosa y probablemente
mas pectinas, ambos tipos de polisacaridos predominan en la fibra alimentaria soluble. Ademas,
los resultados indican que la composicion de la pared celular en los foliolos y en las flores se
modifico parcialmente con el cultivo en invernadero. Al respecto, las paredes celulares brindan
soporte mecanico a las células vegetales durante el crecimiento, desarrollo y adaptacion a su
entorno cambiante, el que no es necesariamente estresante; opuesto a lo planteado hasta hace unos
afios, son estructuras altamente dindmicas, quimicamente complejas y con percepcion de fuerzas
fisicas y estimulos quimicos en su interface con la membrana plasmaética (Vaahtera et al., 2019).
Las interacciones entre las plantas y su entorno son de naturaleza fisica o quimica (Lamers et al.
2020; Gall et al. 2015). Los primeros incluyen luz, temperatura, presion de turgencia y fuerzas
mecanicas (debidas al crecimiento celular), esto se complementa con el aporte de nutrientes
(Vaahtera et al., 2019; Bacete y Hamann 2020;). La integridad funcional de la pared celular
depende de factores mudltiples, entre los que destaca su composicién con cambios en el
metabolismo de los carbohidratos (Vogel et al., 2004; Hamann et al., 2009;). Al respecto, destaco
la correlacion negativa y significativa en los foliolos, de las plantas en ambos ambientes, entre la
concentracion de fibra detergente neutro y la concentracion de azucares en los foliolos
independientemente del ambiente de crecimiento; es decir, la sintesis de polisacaridos estructurales
disminuye la disponibilidad de carbono. Esta relacion fue menos evidente u opuesta en las flores,

probablemente porque este es un 6rgano demanda.
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Los contenidos de hemicelulosa de los foliolos de este estudio coincidieron con los de hojas de
Chipilin recolectadas en Veracruz, México, pero con concentracion hasta 34 y 60 % mayor de fibra
detergente acido y fibra detergente neutro (Arias et al., 2003). El contenido de fibra alimentaria,
cuantificada con el método de AOAC (2005) en las flores comestibles de calabaza (Cucurbita sp.),
colorin (Erythrina berteroana), garambullo (Myrtillocactus geometrizans Console), maguey
(Agave atrovirens) y yuca (Yucca aloifolia L.) varia entre 6.1 y 17.30 % (INCAP, 2012). Con este
método de andlisis se eliminan la mayor parte de la fibra soluble (pectinas y una parte de
hemicelulosa), inclusive una porcion de celulosa (Jaimes et al., 2019). Aunque la concentracién
de fibra y hemicelulosa del presente estudio no son comparables con aquellos de las tablas de
composicion de alimentos (INCAP, 2012) permiten reconocer la variabilidad de contenido de fibra
en las flores comestibles y restar relevancia a las diferencias relativamente menores en el presente
estudio. En relacion con la caracteristica de la fibra alimentaria en flores, Mrézkova et al. (2021)
sefialaron que a pesar de su contenido relativamente alto de fibra en las flores comestibles sus
valores de digestibilidad son buenos. El contenido de fibra en las verduras es esencial para la
digestibilidad de los alimentos, ademas que se ha reconocido que la ingestién de fibra es de gran

beneficio para la salud humana (Obregdn-Cano et al., 2019).

Entre los productos del metabolismo especializado en las plantas estan los que tienen efectos
benéficos en los humanos, por ingestién de los alimentos que los contienen o mediante la
herbolaria, y los que alteran su metabolismo, denominados factores antifisioldégicos (Makkar et

al., 2009).

Los productos del metabolismo especializado pueden: no ser esenciales para el crecimiento y
desarrollo de las plantas, estar presentes unicamente en ciertas fases de desarrollo, ser indetectables

y su presencia dependiente de la especie vegetal; ademas, estos metabolitos coadyuvan a la
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adaptacion y evolucion de las especies (Viladomat y Bastida, 2015; Li et al., 2020). Los procesos
biosintéticos naturales del metabolismo especializado estan identificados en tres grandes grupos,
i.e., compuestos fenolicos que incluyen cumarinas, flavonoides, lignina y taninos; terpenoides que
incluye a los isoprenoides y compuestos nitrogenados entre los que estan glucosidos cianogénicos,
alcaloides y glucosinolatos (Fang et al., 2011; Li et al., 2020). Las plantas de C. longirostrata se
caracterizan por la presencia de compuestos del metabolismo especializado (Ranhotra et al., 1998;
Arias et al., 2003; Bibi et al., 2015; Ek-Chulim et al., 2018; Miranda-Granados et al., 2018; Cruz-
Rodriguez et al., 2020; Mateos-Maces et al., 2020). Este estudio confirmé la actividad destacada
del metabolismo especializado en las plantas de C. longirostrata, independiente del ambiente de
crecimiento, ya que los anélisis cualitativo y cuantitativo revelaron presencia y abundancia de
integrantes de los grandes grupos ya citados en los foliolos, flores y ramas. EI ambiente de
crecimiento modificd las tasas de sintesis de algunos de esos compuestos integrantes de los grandes
grupos; en las condiciones de cultivo del invernadero los foliolos, flores y ramas acumularon mas
fenoles, flavonoides y saponinas, y menos taninos y terpenos respecto a las Vigas. El contenido de
fenoles en el presente estudio es analogo al de foliolos de C. longirostrata de plantas cultivadas en
Houston, EE.UU. (Jiménez-Aguilar et al., 2015) y de Chiapas, México (Cruz-Rodriguez et al.,
2017), menores (0.138) a los de un supermercado local en Chiapas, México (Navarro-Flores et al.,
2020) y superiores (2.5 g/100g ms) a otros recolectados en Chiapas (Lopez-LO6pez et al., 2022).
El contenido de flavonoides (0.1 g/100g ms) fue mayor al de las hojas de plantas recolectadas en
Chiapas (Cruz-Rodriguez et al., 2017) y cultivadas en Houston, EE.UU., (Jiménez-Aguilar et al.,
2015) y el de saponinas (0.32) de ramas fue menor al de las plantas recolectadas en Chiapas (Cruz-

Rodriguez et al., 2017).
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El contenido de flavonoides de las plantas cultivadas en invernadero del presente estudio fue
mayor a lo encontrado por Jiménez-Aguilar et al. (2015) en foliolos de C. longirostrata. La
concentracion de taninos en los foliolos de las plantas de las Vigas fue mayor e igual al de los
foliolos y las ramas de las plantas del invernadero que el de las estructuras equivalentes
recolectadas de plantas en Guatemala (Céceres et al., 2019). Estas diferencias sumadas a las del
metabolismo primario indican que el cultivo modifica parcialmente el metabolismo del C y del N;

en este estudio, las mayores diferencias entre los ambientes de cultivo fue la fertilidad del suelo.

Los taninos en concentracion baja presentan actividad antioxidante (Ghosh, 2015); ademas, los
compuestos polifendlicos y los flavonoides son potentes antioxidantes y benefician la salud
humana por su papel en la disminucién del envejecimiento celular e incidencia de cancer
(Randhawa et al., 2015; Ahmed et al. 2018). Varios de los metabolitos especializados de C.
longirostrata actian como fungicida, antimicrobianas, antiinflamatorios y antioxidante (Liyana-
Pathirana y Shahidi, 2006; Wojdyto et al., 2007; Bibi et al., 2015; Miranda-Granados et al., 2018;
Cruz-Rodriguez et al., 2020). Sin embargo, actualmente no existen recomendaciones especificas

para la ingesta diaria de la mayoria de los productos del metabolismo especializado.

En general, los metabolitos que cambiaron en los foliolos de las plantas cultivadas coincidieron
con los de las flores, las diferencias correspondieron a la concentracion de sacarosa, que fue menor,
y la de los fenoles, que fue mayor en los foliolos de las plantas del invernadero. En el caso de las
flores de estas Ultimas, la concentracién de glucosa fue mayor y la de la fibra detergente acido fue
menor comparadas con las de las plantas de las Vigas. Los resultados permiten sugerir disminucion
de la sintesis (o degradacion) de la proteina cruda, la hemicelulosa, los terpenos y los taninos en
las plantas cultivadas en el invernadero y de sacarosa solo en los foliolos. Al contrario, se evidencio

la activacion de la sintesis de saponinas y flavonoides en las plantas cultivadas en el invernadero;
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ademés de los fenoles Unicamente en los foliolos, respecto a las plantas de las Vigas. Con
excepcion de la sacarosa, los cambios significativos se identificaron en los grupos de compuestos

del metabolismo especializado en las ramas.
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4.7. CONCLUSIONES

La composicion quimica de los foliolos, ramas y las flores de las plantas de C. longirostrata se

modifica parcialmente con el ambiente de crecimiento.

Los foliolos y las flores de C. longirostrata pueden ser suplementos alimenticios por su contenido

de proteina y minerales, asi como la presencia de compuestos fendlicos y terpenos.
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DISCUSION GENERAL

Las hojas jovenes de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn. (Chipilin) son alimento para humanos
y animales, y se usan en herbolaria desde la época prehispanica en México y Centroamérica, donde
crecen silvestres, como arvenses o cultivadas incipientemente (FAO, 2018; Arias et al., 2003;
Rzedowski et al., 2016). FAO (2018) describe a C. longirostrata como una de las 16 especies
registradas como comestibles por las poblaciones étnicas, campesinas y citadinas de Mesoamérica.
En la literatura se documenta el consumo del follaje, que incluye los brotes tiernos, las hojas y los
tallos jovenes; sin embargo, en el presente estudio, como resultado de los recorridos por los
mercados locales de Las Vigas, Ometepec y Llano Grande de los Hilarios Igualapa, Guerrero,
México, se documenta la venta de las inflorescencias de Chipilin para consumo humano, similar a

la flor de calabaza.

Ademas de que las hojas son fuente de carotenoides, vitamina C, Fe, Ca y proteinas; el
follaje de C. longirostrata es rico en productos del metabolismo especializado, incluidos los
compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, antraquinonas, antronas y
alcaloides (Arias et al., 2003; Bibi et al., 2015; Cruz-Rodriguez et al., 2017). Se ha demostrado
que, debido a la presencia de estos compuestos, los extractos de los tallos, ramas y raices de
Chipilin inhiben el desarrollo del micelio y la esporulacion de fitopatdgenos y fitoparasitos como
Fusarium sp., Aspergillus flavus Link (Cruz-Rodriguez et al., 2017-2020; Miranda-Granados et
al., 2018) y nematodos (Villar y Zavaleta-Mejia, 1990). Todas las estructuras de la planta se han
evaluado en usos nuevos en herbolaria (Arias et al., 2003; Basurto-Pefia, 2011; Fischler y
Wortmann, 1999), como abono verde (Desaeger y Rao, 2000), forraje (Arias et al., 2003), alimento

para el cultivo y multiplicacion de tilapia nilotica (Oreachromis niloticus L.) (Guerra-Centeno et
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al., 2016) y caracoles de agua dulce (Pomacea flagellata Say) que son alimento, rico en proteina;

para humanos (Martinez, 2016).

Los usos tradicionales de chipilin, los actuales y los documentados como potenciales
indican que su demanda tendra soporte con su cultivo comercial. Lo que también asegura la
disponibilidad de plantas para los consumidores regionales y externos y en diferentes épocas del
afio (Camarillo-Castillo y Mangan, 2020). Un obstaculo para el cultivo de C. longirostrata, como
se ha documentado en otras especies de Crotalaria, es la falta de semilla comercial (Vinicius de
Araujo et al., 2018). En el presente estudio se sugiere utilizar las semillas de poblaciones silvestres
para el cultivo comercial de Chipilin, con lo que se aseguraria follaje e inflorescencias para
consumo humano y semilla para la produccion continua. Este es el caso de C. brevidens y C.

ochroleuca que se produce en diversas regiones de Africa (Mwakha et al., 2020).

Por lo anterior, otro objetivo de este estudio fue conocer el potencial agronémico de las
plantas de C. longirostrata que crecen in situ, mediante la cuantificacion del rendimiento y sus
componentes de plantas in situ, y evaluar la posibilidad de su cultivo en ambiente parcialmente
controlado en invernadero. Actualmente no se ha documentado la calidad o potencial agronémico

de C. longirostrata en cultivo.

Debido a que la produccién y el rendimiento de semilla son resultado de las interacciones entre
el genotipo (Mwakha et al., 2020) y el ambiente, que incluye factores como la radiacién solar, la
temperatura, la disponibilidad de humedad y de nutrientes en el suelo (Rouached y Rhee, 2017)
como parte del objetivo antes sefialado se incluyo la evaluacion de los componentes del
rendimiento, con énfasis en la produccion de semilla y su calidad fisica y fisioldgica, de plantas

silvestres de C. longirostrata de tres sitio. Estos contrastaron parcialmente en clima, vegetacion y
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tipo de suelo del estado de Guerrero, México. Los sitios se describieron como: (1) con manejo
agricola y ganadero (MAG) en Las Vigas, (2) Con actividad urbana (AU) en Ometepec y (3) sin
actividad antropica (SAA) en Llano Grande de los Hilarios Igualapa. Algunas diferencias entre los
sitios son su altitud, que va de 264 a 778 m s.n.m., la precipitacion media anual es de 1100 mm a
1500 mm vy temperatura media anual estd en intervalos de 25-28, 26-28 y 18-26° C,
respectivamente (Garcia, 2004; CONAGUA, 2021). Ademas, en el estudio se determinaron
diferencias relevantes en el tipo, composicion y otras caracteristicas del suelo de los tres sitios.
Este fue el caso de la proporcion de arenas que fue 24 % mayor (P <0.05) en MAG y AU, respecto
a SAA; en contraste, en esta Gltima los limos fueron 34.29 % mas abundantes que en los otras dos.
Las localidades MAG y SAA fueron en promedio 21 % mas ricas (P < 0.05) en materia organica
respecto a AU y las concentraciones de los macroelementos N, P y K difirieron en los tres sitios.
La localidad AU present6 55 % mas N total y, junto con SAA, (9 %) menos K soluble. Aunque,
el K intercambiable no difirié entre las localidades, la concentracion de P extraible mostro el
gradiente: MAG > AU > SAA, en el que la Gltima localidad mostré hasta cinco veces menos P que
MAG. La densidad aparente y la densidad real, que se relaciona con la compactacion del suelo,
fueron mayores en el suelo de la localidad AU. Ademas, la capacidad de campo y el punto de
marchitez permanente del suelo mostraron el siguiente gradiente entre las localidades: SAA > AU
> MAG, en el que los valores de estas dos caracteristicas en la localidad SAA fueron 31.06 y 27.29
% mayores que en MAG. Aunque el pH y el Mg intercambiable no fue diferente entre las
localidades, el Ca intercambiable mostro el siguiente gradiente AU > MAG > SAA, en el que los

valores en AU fueron 38 % mayores que en SAA (Capitulo 3).

Las plantas recolectadas fueron arbustiformes, tuvieron tallo central erecto, lefioso sélo en

su parte inferior (tallo sufruticoso), con altura mayor a 150 cm, frutos aun indehiscentes y valvas
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color castafio oscuro, similares a las descritas por Azurdia (2016) y Soto-Estrada (2004). Ademas,
las plantas mas productivas, con mayor niumero de ramas, racimos y frutos por planta, nimero de
frutos por racimo y por rama, nimero de semillas por rama y por planta y rendimiento de semilla
se desarrollaron en la localidad MAG, con suelo franco arenoso, con capacidad de campo y punto
de marchitez permanente menores, pero con capacidad de intercambio catidnico, y contenido de P
y K intercambiable mayores respecto a los otros sitios. Ademas, el sitio MAG es una zona con
potreros y cultivos, como maiz y frijol, cercanos. En contraste, las plantas con los valores
significativamente menores de esos componentes del rendimiento y del rendimiento
correspondieron a la localidad SAA, en suelo franco limoso, con pendiente de 25°, entre cerros y
con capacidad de campo, punto de marchitez permanente, conductividad eléctrica y N total
mayores respecto al de los otros sitios; ademas, esas plantas con los rendimientos menores
crecieron en suelo con menor contenido de Ca intercambiable y P extraible, respecto a los otros
sitios. Al contrario, el pH y el contenido de Mg y de K intercambiable fueron similares en las tres
localidades, por lo que no se relacionaron directamente con las diferencias en el rendimiento y sus
componentes entre las localidades. En suma, entre las localidades se observaron diferencias (P <
0.05) en 90 % de las 10 variables del rendimiento evaluadas. Esta variabilidad se explica en parte
por el caracter silvestre de las plantas (Pefia-Valdivia et al., 2012), la cantidad de plantas por
unidad de area (competencia por recursos dependiente de la densidad) y el ambiente, incluidas la
temperatura, la disponibilidad de humedad y las caracteristicas del suelo (Mederos-Ramirez y

Ortiz-Pérez, 2021).

Aunque el analisis multivariado de CP mostrd que las caracteristicas de las plantas de la
localidad AU traslap6 completamente a la localidad SAA y gran parte las de MAG, los

componentes del rendimiento definieron a cada localidad y confirmaron la respuesta de C.
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longirostrata al ambiente de crecimiento. Ademas, se demostro que esas plantas en los ambientes
diferentes pueden producir en promedio de 3054 a 10707 semillas por planta. Por lo que se cuenta

con el recurso genético para el cultivo ex situ (Capitulo 1).

Debido a que las semillas producidas in situ son la base de la permanencia de las
poblaciones silvestres, la siguiente hipdtesis por comprobar fue que las semillas de C. longirostrata
de plantas silvestres muestran calidad fisiolégica adecuada para producir plantas en ambiente
parcialmente controlado, independientemente del sitio de recolecta, de sus calidad fisica y
temperatura ambiente. Esta hipotesis no se rechaz6 ya que, aunque las caracteristicas fisicas de las
semillas difirieron significativamente en sus dimensiones fisicas y biomasa entre los sitios de
recolecta, las semillas de la localidad AU y MAG presentaron viabilidad de embriones de 85y 91
% y las de AU 51 %. Ademas, la viabilidad de los embriones repercutio solo parcialmente en la
germinacion total (hasta de 90 %), germinacion promedio diaria (hasta de 16 semillas dia™) y
emergencia de las plantulas (hasta de 55 %) y la latencia de las semillas (cerca de 90 %) se elimina
desde 30 hasta 80 % con el incremento de la temperatura de germinacion, tratamiento
pregerminativo con temperatura de 41 °C y H.R. saturada y escarificacibn mecéanica. Esto
demuestra que las semillas de esas poblaciones silvestres son recurso potencial para la produccion
de plantas de chipilin (Capitulo 2). Ademas, independientemente de la viabilidad de los embriones
y la proporcién latente de semillas, la disponibilidad de semilla para el cultivo no esta restringida,

ya que una planta en su ambiente natural produce miles de semillas (hasta 11 000) (Capitulo 1).

Otro objetivo de esta investigacion fue cotejar que las semillas de las plantas silvestres son
adecuadas para obtener plantas de C. longirostrata en ambiente de cultivo parcialmente controlado
y que mediante algunos tratamientos como poda parcial y reguladores exdgenos del crecimiento

puede incrementarse la produccion de follaje. El estudio confirmé que las plantas en cultivo en
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invernadero, en Montecillos, Estado de México, desarrollaron follaje (ramas y hojas) sano
linealmente durante 45 d de cultivo y después florecieron y la biomasa fresca de las ramas y los
foliolos decayd. La 6-bencilaminopurina (BAP) exdgena promovio el incremento lineal de ramas
(num. y biomasa), hojas y foliolos (nim., biomasa y area) durante 60 d, y el incremento del follaje
fue hasta el triple respecto al testigo en ese periodo. Ademas, la combinacién de la poda+BAP
supero parcialmente al tratamiento Unicamente con la citocinina, pues las plantas generaron cerca
de 50 % maés hojas y con foliolos més pesados en 60 dias respecto a BAP. La produccién de follaje
de C. longirostrata es posible mediante el cultivo en invernadero y puede triplicarse con BAP
exogena y la combinacion con poda temprana del tallo favorece ain més esa produccién. La
hip6tesis que establece que las semillas de plantas silvestres pueden utilizarse para el cultivo en
invernadero de plantas de Chipilin, con la produccion de follaje para consumo, y responden a

tratamientos agrondémicos para incrementar la produccién no se rechaza (Capitulo 3).

Los compuestos producidos en el metabolismo especializado pueden ser frecuentes y
abundantes en las plantas silvestres. Una caracteristica del proceso de domesticacion es la
disminucion o eliminacién de muchos de esos compuestos, ya que entre ellos hay moléculas
toxicas para los humanos (Lopez-Palacios y Pefia-Valdivia et al., 2020). En este sentido, C.
longirostrata no es excepcion; ya que el follaje y el resto de las estructuras de la planta son ricas
en compuestos fenodlicos, flavonoides, saponinas, cumarinas, taninos, antraguinonas, antronas y
alcaloides (Arias et al., 2003; Bibi et al., 2015; Cruz-Rodriguez et al., 2017). Otros compuestos
que también son clasificados, por algunos autores, como producto del metabolismo especializado
son los polizacaridos estructurales (Erb y Kliebenstein, 2020). EI ambiente de crecimiento que
genera estrés en las plantas puede activar el metabolismo especializado, con el incremento de la

concentracion de uno mas de esos metabolitos o alteracidn de sus proporciones en los tejidos. En
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este estudio se evaludé la hipdtesis de que el cambio del ambiente silvestre al parcialmente
controlado del invernaero no genera estrés en las plantas de C. longirostrata o no es suficiente para
incrementar uno o varios de los grupos de compuestos de ese metabolismo especializado. Por lo
que, se evalud la composicion quimica de foliolos, flores y ramas recolectados de poblaciones
silvestres en Las Vigas, Guerrero, México (16°40° 264 N, 98° 27’ 502” O y 264 m s.n.m.) y de
plantas cultivadas en invernadero en Montecillo, Texcoco, Estado de México (19° 29' N, 98° 53'
O, 2,240 m s.n.m). Las evaluaciones incluyeron, como referencia, algunos compuestos del
metabolismo primario, i.e., glucosa, fructosa, sacarosa y almidén y proteina total y la presencia y
concentracion de algunos grupos del metabolismo especializado, i.e., fenoles, fibra alimentaria,
flavonoides, hemicelulosas, taninos, terpenos y saponinas. Ademas, en ambos grupos de plantas
se cuantifico el contenido de minerales. La concentracion de glucosa (32 %) y fructosa (11 %) en
los foliolos y el de sacarosa de las flores (8 %) de las plantas de invernadero fue significativamente
mayor respecto al de las recolectadas in situ. Similarmente, la concentracion de minerales, fenoles,
flavonoides y saponinas fue (29, 15, 47 y 59 %) mayor en los tejidos de las plantas de invernadero.
En contraste, la concentracion de proteina (15 %), fibra detergente neutro (14 %), hemicelulosas
(21 %), taninos (60 %) y terpenos (46 %) de foliolos y flores recolectados in situ fue mayor
respecto a los del invernadero. Estos resultados indicaron que la composicién quimica de los
foliolos y las flores de las plantas de Chipilin se modifica parcialmente con el ambiente de
crecimiento; pero, falta comprobar que los cambios estan en el intervalo de concentraciones no

toxicas para los humanos (Capitulo 4).
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CONCLUSIONES GENERALES

Los componentes del rendimiento y el rendimiento de semilla de poblaciones silvestres de
C. longirostrata muestran variabilidad genética (biotipos) y especificidad al ambiente de
crecimiento. Los biotipos, independientemente del ambiente en el que crecen, producen

miles de semillas por planta con potencial de uso para multiplicar las plantas ex situ.

Los ambientes menos calidos y los suelos con capacidad de campo y punto de marchitez
permanente mayores parecen menos favorables para la produccion de semillas. Al
contrario, el suelo con mayor capacidad de intercambio cationico, concentracion de materia
organica, P extraible y K soluble favorece el desarrollo de las plantas de C. longirostrata,

que resulta en alto rendimiento de semilla, en el ambiente silvestre.

Ya que, actualmente la informacién del rendimiento y sus componentes del germoplasma
de C. longirostrata es escasa, los resultados de este estudio son la informacién mas
completa con la que se cuenta y representa una base para la produccion agricola de esta

especie.

Las semillas de C. longirostrata de tres localidades que contrastan parcialmente en
ambiente de crecimiento difieren parcialmente en sus caracteristicas fisicas, viabilidad y
vigor, pero pueden germinar hasta en 99 %, con tratamientos pregerminativos como

escarificacion mecénica y calor himedo.

La temperatura Optima para la germinacion de las semillas de C. longirostrata es entre 35
y 40 °C; temperaturas menores inhiben parcialmente la germinacion de las semillas no

latentes y la inhibicién es total a 45 °C.
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La emergencia de las plantulas de esta especie puede ser entre 30 y 60 % con semillas
escarificadas, en dependencia de la localidad de origen; y la produccion de miles de

semillas por planta asegura el recurso para el manejo ex situ.

La produccion de follaje de C. longirostrata es posible mediante el cultivo en invernadero
y puede triplicarse con BAP exogena y la combinacion con poda temprana del tallo

favorece aun més esa produccion.

La composicién quimica de los foliolos, ramas y las flores de las plantas de C. longirostrata

se modifica parcialmente con el ambiente de crecimiento.

Los foliolos y las flores de C. longirostrata pueden ser suplementos alimenticios por su
contenido de proteina y minerales, asi como la presencia de compuestos fendlicos y

terpenos.
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