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Resumen general

El presente documento tiene como propdsito dar a conocer los resultados obtenidos en
el trabajo de investigacion: “Variabilidad fenotipica y genética de Tithonia diversifolia
(hemsl.) A. Gray, una planta para la produccion animal sostenible en Colombia”,
desarrollado para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Animales.

Con el fin de agrupar los resultados obtenidos en cada una de las tematicas trabajadas,
este documento de tesis esta conformado por seis capitulos estructurados en forma de
articulos cientificos y su objetivo general es evaluar diferentes genotipos de T. diversifolia
e identificar aquellos con mayor potencial para la produccion forrajera en sistemas con
rumiantes. En el primer capitulo se revisa la literatura sobre la diversidad quimica y
agronomica de T. diversifolia y sus usos en la alimentacion animal y en otras areas; el
capitulo dos reporta la diversidad genética de esta arbustiva en materiales colectados en
Colombia y México, y su potencial para la alimentacion de rumiantes; el tercer capitulo
evalua la interaccion GxA y la estabilidad de genotipos destacados de T. diversifolia para
la producciéon de biomasa y su composicion quimica bajo diferentes condiciones
edafoclimaticas; el cuarto capitulo muestra los resultados de una evaluacion in vitro de la
dinamica de fermentacion y una cuantificacion de AGV y CH4 de dietas con la inclusién
de diferentes genotipos de T. diversifolia; en el quinto capitulo se describen las fases de
crecimiento, desarrollo y reproducciéon de esta especie junto con su potencial de
produccion de semilla sexual y su germinacion; y finalmente en el sexto capitulo se
reporta una evaluaciéon del consumo voluntario y selectividad de los diferentes genotipos
estudiados por bovinos en fase de crecimiento.

La revision de literatura se bas6 en una busqueda de articulos publicados en revistas
cientificas durante los ultimos 10 afios. Se encontré que, desde el punto de vista
fitoquimico se han identificado mas de 150 compuestos presentes en T. diversifolia,
algunos con propiedades farmacolégicas o capaces de modular la dinamica de
degradacion y fermentacion en el rumen. También se destaca que T. diversifolia tiene
una alta adaptabilidad a condiciones edafoclimaticas adversas lo que puede atribuirse en
parte a la capacidad de asociarse con microorganismos diazotréficos del suelo y
solubilizadores de fosfatos, ademas, de su diversidad y plasticidad genotipica y
fenotipica.

En cuanto al analisis diversidad genética (capitulo Dos), se evaluaron 31 poblaciones
seleccionadas y colectadas en Colombia y México. El analisis de diversidad genética se
realiz6 mediante marcadores moleculares ISSR y del gen del citocromo P450 y sus
caracteristicas quimicas y morfologias fueron analizadas con estadistica multivariada.
Los materiales evaluados presentaron diferencias en el contenido de PC (29.4% + 3.29),
EE (1.6% £ 0.67), Ca (2.3% £ 0.2), P (0.6% + 0.18), FDA (44.99 + 9.43) y FDN (46.82 +
12.52). Igualmente, se encontraron diferencias en el peso total de la planta, area foliar,
hojas por rama y altura de planta (p<0.05). Finalmente se identificé una amplia diversidad
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genética con cinco grupos bien definidos y mediana relacion geografica entre materiales,
con un indice de Nei de 0.281 y un indice de Shannon de 0.432.

La interaccion GxA se evaluo en siete genotipos destacados para la produccién de MS
en tres ambientes y se midieron algunas caracteristicas quimicas y morfoldgicas. La
interaccion GxA se estudié con los modelos AMMI y SREG. Para la produccion de MS se
encontraron diferencias significativas entre los genotipos (p < 0.05), en el analisis GxA la
interaccién resultd significativa y se observaron efectos del ambiente sobre la
productividad (p<0.05). De otro lado, fueron encontrados dos genotipos estables y otros
con mayor adaptacion a cada uno de los ambientales.

En el estudio de la dinamica de fermentacion y degradacion ruminal, se evaluaron
mezclas de siete materiales de T. diversifolia y las gramineas Cenchrus clandestinus y
Urochloa brizantha cv Marandu. La inclusion de T. diversifolia en dietas basadas en U.
brizantha mejord la oferta de nutrientes y modificé los parametros de dinamica de
fermentacioén (p<0.05); la degradacion de la MS se incrementé 4.72 puntos porcentuales
frente a dietas Uunicamente con esta graminea (p<0.05), las emisiones de CH4 fueron
significativamente menores en dietas que tuvieron T. diversifolia (p<0.05) y se disminuyd
la relacion A:P. En dietas basadas en C. clandestinus, la inclusion de T. diversifolia
modificé la composicidon quimica de las dietas y la degradacién de la MS (p<0.05), pero
tuvo poco efecto en los parametros de dinamica de fermentacion y en sus productos.

En la evaluacion de los aspectos reproductivos los genotipos tuvieron diferencias
significativas en todas las variables medidas a excepcion del tiempo de secado de
aquenios y del porcentaje de semillas rudimentarias (p<0.05). En la produccién de semilla
sexual, la fertilizacién tuvo efecto significado (p< 0.05) y en general incrementé el tiempo
de las fases evaluadas; con relacién al porcentaje de germinacion hubo diferencias
significativas entre genotipos y entre los tratamientos (p =0.000118), y se encontrd que
algunos procesos pre-germinativos pueden incrementar el porcentaje de germinacion.
Finalmente, en las determinaciones de consumo se encontré una ingesta de 0.39 + 0.045
kg de MS en cada periodo de evaluacion con diferencias significativas entre algunos
genotipos, pero todos los materiales fueron consumidos. No se encontré diferencias en
cuanto al tiempo en el comedero entre los genotipos (p=0.0818).

Se concluye que T. diversifolia es una especie que puede ser utilizada como arbustiva
forrajera bajo diferentes condiciones edafoclimaticas como suelos acidos y de baja
fertilidad gracias a su alta diversidad genética. A pesar de que se identifico que esta
especie ofrece una alta calidad nutricional debido a su baja fibra, alta oferta de nutrientes
y degradabilidad existe la posibilidad de seleccionar materiales superiores para el
crecimiento y producciéon de biomasa para condiciones especificas.

Palabras Clave: adaptacion, boton de oro, composicion quimica, diversidad genética,
forrajera arbustiva, interaccion genotipo ambiente, produccién de biomasa.
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General abstract

The purpose of this document is to present the results obtained in the research work:
"Phenotypic and genetic variability of Tithonia diversifolia (hemsl.) A. Gray, a plant for
sustainable animal production in Colombia", carried out to opt for the title of PhD in Animal
Science.

In order to group the results obtained around specific topics, this thesis document is
comprised of six chapters structured in the form of scientific articles and its general
objective is to evaluate different genotypes of T. diversifolia and identify those with the
greatest potential for forage production in systems with ruminants. The first chapter
reviews the literature on the chemical and agronomic diversity of T. diversifolia and its
uses in animal feed and in other areas; Chapter two reports on the genetic diversity of this
shrub in accessions collected in Colombia and Mexico, and its potential for feeding
ruminants; the third chapter reports the GxA interaction and the stability of prominent T.
diversifolia genotypes for biomass production and its chemical composition under different
edaphoclimatic conditions; the fourth chapter reports the results of an evaluation of the
fermentation dynamics and a quantification of AGV and CH4 from diets with the inclusion
of different genotypes of T. diversifolia; in the fifth chapter the growth, development and
reproduction phases of this species are described together with its potential for the
production of sexual seed and its germination; and finally in the sixth chapter an evaluation
of the voluntary consumption of the different genotypes studied by growing bovines is
reported.

The review was based on a search for articles published in scientific journals during the
last 10 years. It was found that T. diversifolia has more than 150 compounds, some with
pharmacological properties or capable of modulating the dynamics of degradation and
fermentation in the rumen. It is also highlighted that T. diversifolia has a high adaptability
to adverse edaphoclimatic conditions, which can be partially attributed to its ability to
associate with diazotrophic and phosphate solubilizer microorganisms in the soil, in
addition to its diversity and genotypic and phenotypic plasticity.

Regarding the genetic diversity analysis (Chapter Two), 31 selected and collected
populations in Colombia and Mexico were evaluated. Genetic diversity analysis was
performed using ISSR molecular markers and the cytochrome P450 gene, and their
chemical characteristics and morphologies were analyzed with multivariate statistics. The
genotypes evaluated showed differences in the CP content (29.4% + 3.29), EE (1.6% %
0.67), Ca (2.3% = 0.2), P (0.6% + 0.18), ADF (44.99 + 9.43) and NDF (46.82 + 12.52) (p
<0.05). Also, differences were found in the total weight of the plant, leaf area, leaves per
branch and plant height (p <0.05). Finally, a high genetic diversity was identified with five
defined groups and a medium geographic relationship between materials, with a Nei index
of 0.281 and a Shannon index of 0.432.
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The GxE interaction included seven genotypes evaluated for the production of DM in three
environments and also some chemical and morphological characteristics were measured.
The GxE interaction was studied with the AMMI and SREG models. For the production of
DM, significant differences were found between genotypes (p <0.05), in the GxE analysis
the interaction was significant and effects of the environment on productivity were
observed (p <0.05). On the other hand, two stable genotypes were identified in addition
to materials with greater adaptation capacity to each of the environments.

In the study of the fermentation and ruminal degradation, mixtures of seven materials of
T. diversifolia, with Cenchrus clandestinus and Urochloa brizantha cv Marandu grasses
were evaluated. Inclusion of T. diversifolia in diets based on U. brizantha improved the
supply of nutrients (less fiber, more protein, fat and minerals) and modified the
fermentation parameters (p<0.05); the DM degradation increased 4.72% compared to
diets with only this grass (p <0.05) and CHs emissions were significantly lower in diets that
had T. diversifolia (p <0.05). Finally, in diets with C. clandestinus, the inclusion of T.
diversifolia modified the chemical composition in the diets and the degradation of DM (p
<0.05) but did not affect fermentation parameters.

In the reproductive evaluation, the genotypes had significant differences in all the
variables measured except for the drying time of achenes and percentage of rudimentary
seeds (p <0.05). In sexual seed production, fertilization had a significant effect (p <0.05)
and in general increased the time of the phases evaluated; and regarding the germination
percentage there were significant differences between genotypes and between
treatments (p = 0.000118), with some pre-germination processes increasing the
germination percentage.

Finally, observed biomass intake was 0.39 + 0.045 kg of DM per day, with significant
differences between some genotypes, but all materials were consumed. In intake time
there were no differences between genotypes (p = 0.0818).

It is concluded that T. diversifolia is a species that can be used as a forage shrub under
different edaphoclimatic conditions due to its high genetic diversity. Although it was
identified that this species offers nutritional quality, there is the possibility of selecting
superior materials for biomass growth and production.

Keywords: adaptation, biomass production, chemical composition, genetic diversity,
genotype environment interaction, Mexican sunflower, shrub fodder.
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Introduccion general

Tanto a nivel poblacional como de especie, la variabilidad genética y fenotipica conceden
a plantas y animales la capacidad de responder a retos y amenazas (Govindaraj et al.,
2015). La mutacién, la deriva genética, la migracion y la seleccion natural son fuentes
que modifican la conformacién genética de las poblaciones, por lo cual existe la
posibilidad que dentro de una especie se observen individuos o poblaciones con
caracteristicas sobresalientes (Hedrick, 2005).

Bajo este contexto, la evaluacion e identificacion de genotipos de especies vegetales
orientadas a la produccion animal es de gran importancia para seleccionar aquellos que
gocen de caracteristicas deseadas, como por ejemplo la resistencia al ramoneo, rapido
crecimiento, alta oferta nutricional, produccién de semilla viable, adaptacion a ciertas
condiciones ambientales, entre otras (Ruiz et al., 2013; Holguin et al., 2015).

Es bien conocido que Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. se encuentra desde hace
muchos afios en Africa, Asia y América del Sur, producto de su introduccién y
diseminacion. Esta condicion ha favorecido su desarrollo en un sinnumero de ambientes,
lo que favorece un alto grado de diversidad en sus propiedades agrondémicas, quimicas
y de adaptacion (Ruiz et al., 2010; Ruiz et al., 2013; Miranda et al., 2015; Holguin et al.,
2016; Luo et al., 2016). Colombia no es ajena a esta condicion por lo cual existe la
posibilidad de identificar y seleccionar genotipos superiores orientados a lograr un mayor
aprovechamiento de esta especie.

El uso de arbustivas como forraje de alta calidad en sistemas ganaderos tropicales y
subtropicales, ha tomado gran importancia durante los ultimos afos, debido a su
contribucion nutricional, productiva y ambiental (Schultze-Kraft et al., 2018). Especies
como Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit., T. diversifolia, Sambucus peruviana H.B.K.,
Gliricidia sepium (Jacq.) Walp. Cratylia argentea (Desv.) Kuntze, Guazuma ulmifolia
Lam., entre otras, han demostrado mejorar la oferta de nutrientes bajo diferentes
condiciones de produccion, incrementando la eficiencia de los sistemas, su economia y
la calidad de sus productos (Rivera et al., 2015; Ribeiro et al 2016; Gallego-Castro et al.,
2017).

T. diversifolia comunmente conocida como botdn de oro, falso girasol o girasol mexicano,
es una arbustiva que, por su facultad de adaptacion a multiples condiciones ambientales,
edaficas y de manejo, capacidad de rebrote, rapido crecimiento, y alto valor y aporte
nutricional, ha demostrado potencial para la alimentaciéon animal (Olabode et al., 2007;
Ribeiro et al., 2015; Mauricio et al., 2017).

A pesar de todo lo anterior autores como Ruiz et al., (2010), Holguin et al. (2015) y Rivera
et al. (2019), mencionan que no todas las poblaciones son apropiadas para todos los
ambientes y, por tanto, identificar las de mayor potencial es fundamental para que el
aporte de esta especie sea mayor. Segun esto, se deben adelantar evaluaciones para
contribuir al mejoramiento de la produccién animal basado en la investigacion de plantas
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forrajeras en el tropico, con el objetivo de identificar y desarrollar germoplasmas de
especies adaptadas a condiciones marginales como son los suelos acidos e infértiles de
los tropicos y subtropicos (Calsavara et al., 2016). En la seleccion de forrajeras en
diferentes condiciones geograficas y sistemas de produccién, la determinacion de la
influencia de factores del medio ambiente en la calidad y posibles interacciones con los
genotipos estd aumentando en importancia y debe ser la base para lograr fuentes
nutricionales mas eficientes y econémicas para fortalecer los sistemas agropecuarios.

Con el objetivo de identificar genotipos con un mayor potencial para la alimentacién
animal en Colombia, se determiné la diversidad genética, morfolégica y quimica de
materiales de T. diversifolia, asi como su interaccidon genotipo ambiente para la
produccion de forraje, ademas, de la viabilidad de su semilla sexual y consumo por parte
de bovinos.
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Hipotesis
Existe variabilidad fenotipica en los materiales de T. diversifolia existentes en Colombia

que causan diferencia en la composicion quimica, produccion de semilla sexual viable,
desempeno productivo y adaptabilidad edafoclimatica

Objetivos
Objetivo general

Determinar la variabilidad fenotipica de materiales de Tithonia diversifolia con potencial
en la alimentacion animal en diferentes zonas de Colombia.

Objetivos especificos

e Establecer la diversidad genética entre poblaciones de T. diversifolia colectadas
en diferentes lugares de Colombia y México.

e Determinar la interaccidn genotipo x ambiente con relacion a parametros
agronomicos y de calidad de forraje entre poblaciones de T. diversifolia colectadas
en diferentes lugares de Colombia.

e |dentificar materiales superiores de T. diversifolia con potencial forrajero para
rumiantes colectadas en diferentes lugares de Colombia.
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Capitulo 1. Revision de literatura

Los aspectos mas relevantes encontrados en la revision de literatura fueron publicados
en el mes de diciembre del afio 2018 como articulo en la revista internacional: Livestock
Research for Rural Development. El formato usado en este capitulo corresponde al
exigido por la revista.

Rivera J E, Chara J, Gomez-Leyva J F, Ruiz T E y Barahona R 2018: Variabilidad
fenotipica y composicion fitoquimica de Tithonia diversifolia A. Gray para la produccion
animal sostenible. Livestock Research for Rural Development. Volume 30, Article #200.
from http://www.Irrd.org/Irrd30/12/rive30200.html

Variabilidad fenotipica y composicion fitoquimica de Tithonia diversifolia A. Gray
para la producciéon animal sostenible

J E Rivera', J Chara’, J F Gomez-Leyva?, T E Ruiz® and R Barahona*

Centro para la Investigacion en Sistemas Sostenibles de Produccién Agropecuaria — CIPAV. Carrera 25
# 6 — 62 Cali, Colombia. jerivera@fun.cipav.org.co,; ?Laboratorio de Biologia Molecular, TecNM-Instituto
Tecnoldgico de Tlajomulco, México; 3Instituto de Ciencia Animal, Cuba; Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin.

Resumen

Tithonia diversifolia ha llamado la atencion en diferentes campos de la investigacion mas
alla de la produccidén pecuaria, incluyendo su potencial de adaptacion, produccion
vegetal, oferta de nutrientes y propiedades terapéuticas. El objetivo de la presente
revision es explorar aspectos de diversidad, adaptacion, compuestos fitoquimicos y el
asocio de otros organismos con T. diversifolia, para explicar la oferta nutricional de esta
especie y sus propiedades como forraje de alto valor. Se realizd6 una busqueda
sistematica de articulos publicados en revistas cientificas durante los ultimos 10 afios
para lo cual se usaron nueve criterios de busqueda y las investigaciones encontradas se
clasificaron en siete tematicas principales. Se hallaron en total mas de 300 articulos
relacionados con T. diversifolia en revistas especializadas. Desde el punto de vista
fitoquimico se han reportado mas de 150 compuestos presentes en diferentes tejidos,
algunos con propiedades farmacolégicas o capaces de modular la dinamica de
degradacion y fermentacion en el rumen. También se destaca que T. diversifolia tiene
una alta adaptacién a condiciones edafoclimaticas adversas lo que puede atribuirse en
parte a la capacidad de asociarse con microorganismos diazotréficos del suelo y
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solubilizadores de fosfatos, ademas, de su plasticidad genotipica que le ha permitido
establecerse en mas de 50 paises.

Palabras clave: adaptacion, arbusto forrajero, boton de oro, fijacion de Nitrégeno,
metabolitos secundarios, sistemas sostenibles.

Phenotypic variability and phytochemical composition of Tithonia diversifolia A.
Gray for sustainable animal production

Abstract

Tithonia diversifolia has attracted attention in different fields of research beyond livestock
production, including its potential for adaptation, biomass production, nutrient supply and
therapeutic properties. The objective of the present review is to explore aspects of
diversity, adaptation, phytochemical content and the association of other organisms with
T. diversifolia, to explain the nutritional offer of this species and its properties as high value
forage. A systematic search was made of articles published in scientific journals during
the last 10 years, for which nine search criteria were used and the research found was
classified into seven main thematic areas. A total of more than 300 articles related to T.
diversifolia were found in specialized journals. From the phytochemical point of view, more
than 150 compounds have been reported in different tissues of T. diversifolia, some with
pharmacological properties or capable of modulating the degradation and fermentation
dynamics in the rumen. It is also noted that T. diversifolia has a high adaptation to adverse
edaphoclimatic conditions, which can be attributed in part to the ability to associate with
soil diazotrophic microorganisms and phosphate solubilizers, in addition to its genotypic
plasticity that has allowed it to thrive in more than 50 countries.

Key words: adaptation, forage shrub, nitrogen fixation, secondary metabolites, sunflower,
sustainable systems.

Introduccion

El uso de arbustivas como forraje en sistemas pecuarios tanto de pastoreo como de corte
y acarreo ha tomado gran importancia durante los ultimos afos, debido a su contribucién
nutricional, productiva y ambiental (Schultze-Kraft et al 2018). Arbustos como Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit., Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, Sambucus peruviana
H.B.K., Gliricidia sepium (Jacq.) Walp. Cratylia argentea (Desv.) Kuntze, Guazuma
ulmifolia Lam., entre otros, han demostrado mejorar la alimentacion animal en
condiciones tropicales y subtropicales (Ribeiro et al 2016; Rivera et al 2017; Gallego-
Castro et al 2017).
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T. diversifolia comunmente conocida como botdn de oro, falso girasol o girasol mexicano,
goza de una amplia adaptacién edafoclimatica pues ha sido reportada en mas de 50
paises. Tiene una alta produccién de biomasa y composicidon quimica superior frente a la
mayoria de las pasturas utilizadas en condiciones tropicales (Yang et al 2012; Oludare y
Muoghalu 2014; Terry et al 2016; Mauricio et al 2017). Esta arbustiva es una planta
herbacea originaria de Centro América (Nash 1976), diploide de cromosomas (2n = 34)
con 16 pares metacéntricos y un par submetacéntrico (Alcorcés de Guerra et al 2007), y
pertenece a la familia Asteraceae, tribu Heliantheae y subtribu Helianthinae (Schilling y
Panero 2002).

Esta arbustiva perenne, contiene bajos valores de fibra detergente acida (FDA) y neutra
(FDN), alto contenido de nitrégeno y calcio, asi como aceptables porcentajes de
degradacion y contenido de carbohidratos no estructurales. Estas caracteristicas
modifican el balance de nutrientes de las dietas ofrecidas y también modulan su dinamica
fermentativa y de degradacion de forma fisica y quimica, por lo cual es una planta idénea
para ser ofertada en dietas para animales (Ribeiro et al 2016; Mauricio et al 2017;
Gallego-Castro et al 2017).

En otros campos, T. diversifolia es una especie considerada de mucho potencial debido
a sus propiedades fitoquimicas (Ejelonu et al 2017), pues contiene compuestos de
actividad farmacoldgica, insecticida y herbicida (Miranda et al 2015). Adicionalmente,
debido a su facil establecimiento en zonas de topografia con pendiente, es una especie
empleada en la rehabilitacion de suelos, proteccion de taludes y biorremediacion; ademas
de ser una excelente especie de uso apicola por su abundante floracion (Mustonen et al
2015). En lo referente a su contenido de metabolitos secundarios y su impacto en
alimentacion animal, conviene recordar que compuestos como las saponinas, taninos,
aceites esenciales, flavonoides, entre otros, han demostrado reducir la metanogénesis
ruminal por diferentes mecanismos, y de modificar la degradacién de las dietas (Banik et
al 2013); por lo cual, T. diversifolia cuenta con propiedades quimicas mas alla de las
tradicionalmente consideradas en la alimentacion animal, especialmente de rumiantes.
Debido a su distribucion, esta especie también goza de una amplia diversidad que le
confiere gran adaptacion y variacion en sus propiedades (Rivera et al 2017; Ruiz et al
2017).

El objetivo de la presente revision es explorar aspectos de diversidad, adaptacion y de
asocio con otros organismos en T. diversifolia, para explicar la oferta nutricional de esta
especie, especialmente en lo referente a sus contenidos de Nitrogeno (N) y Fésforo (F),

y el potencial de su contenido de metabolitos secundarios en la alimentacidén animal.

Materiales y métodos
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Se realiz6 una busqueda de articulos publicados durante los ultimos 10 afos en las bases
de datos Redalyc.Red, Science Direct, Ebsco y SciELO, relacionadas con el uso de T.
diversifolia en diferentes areas de investigacion. Los términos de busqueda utilizados en

inglés y espanol fueron: “Tithonia diversifolia”, “sistemas silvopastoriles”, “propagacién de

T. diversifolia”, “diversidad de materiales de T. diversifolia”’, “compuestos fitoquimicos”,
“‘metabolitos secundarios” y “usos de T. diversifolia”.

De acuerdo con las tematicas encontradas, los articulos se clasificaron como: (1) uso de
T. diversifolia para la alimentacién animal, (2) evaluacién de la diversidad fenotipica de
T. diversifolia, (3) T. diversifolia como controlador de otros organismos, (4) compuestos
fitoquimicos o metabolitos secundarios en T. diversifolia, (5) T. diversifolia como abono
organico, (6) comportamiento agronémico y (7) otros usos. Los trabajos identificados y

revisados fueron clasificados de acuerdo con el pais o regién donde fueron generados.

Con el propésito de una mejor explicacion a diferentes aspectos relevantes de T.
diversifolia, se usaron otros criterios generales de busqueda como “fijacion biolégica de

nitrégeno”, “solubilizacion de fésforo”, “fuentes de evoluciéon vegetal” y “efecto ambiental
sobre la variabilidad de especies vegetales”.

Resultados y discusién

Para el periodo 2008 — 2018, se encontraron 306 escritos relacionados directamente con
la evaluacion de T. diversifolia. Sobresalieron trabajos orientados a la exploracion de su
contenido de metabolitos secundarios para la salud humana y animal (39.7% de los
articulos revisados), potencial para la alimentacion animal (21.8%), control de otros
organismos (10.6%) y comportamiento agronémico de esta especie (10.6%). También se
encontraron investigaciones sobre temas como diversidad fenotipica de materiales de T.
diversifolia (3.3%), uso de Tithonia como abono verde (9.30%) y otros usos, como el
control de carcavas y suelos degradados (4.64%).

Con relacion a la localizacion geografica de los estudios publicados, Cuba (14.6%), Brasil
(13.9%), Nigeria (13.2%), Colombia (11.3%), China (10.6%), Taiwan (4.64%), Camerun
(4.64%) y México (3.31%) fueron los paises con mas publicaciones generadas. Sin
embargo, en los ultimos afos otros paises de Africa como Kenia, Ghana, Congo,
Tanzania, y Uganda han venido adelantado algunas evaluaciones relacionadas con su
propagacion, control y usos medicinales.

Se identificaron 228 articulos vinculados con las tematicas objetivo, que representan el
75.5% de los escritos encontrados. Las investigaciones se centraron en los metabolitos
secundarios de T. diversifolia para el control de insectos, modulacién de la
metanogénesis en rumen y fines terapéuticos (Chagas-Paula et al 2012; Kim et al 2013;
Galindo et al 2014); alimentacién de especies animales como bovinos, caprinos, cerdos,
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peces y conejos (Hahn-von-Hessberg et al 2016; Mauricio et al 2017; Gallego-Castro et
al 2017; Sanchez-Laino et al 2018); diversidad genética y morfoldgica (Ruiz et al 2010;
Yang et al 2012; Holguin et al 2015; Del Val et al 2017; Rivera et al 2017) y estudios de
su potencial invasor y propagacion en diferentes ambientes (Obukohwo y Umar 2014;
Oludare y Muoghalu, 2014). A continuacién, se presentan los aspectos mas relevantes
relacionados con estos temas.

Compuestos fitoquimicos en T. diversifolia y su uso en la produccién animal

El uso de compuestos de origen vegetal en la alimentacion animal es una herramienta
para modificar las poblaciones de microorganismos en el tracto digestivo, reducir la
metanogénesis ruminal, mejorar el balance de nutrientes e incrementar la salud animal
(Lezcano-Mas et al 2016; Patra et al 2017). Compuestos como las saponinas, taninos,
aceites esenciales, flavonoides, entre otros, han demostrado favorecer los sistemas de
produccion por medio de diferentes mecanismos. Las plantas de T. diversifolia producen
metabolitos secundarios como medio de defensa y de adaptacion a ambientes adversos.
Actualmente se han identificado mas de 200,000 estructuras definidas de estos
compuestos, de los cuales, su actividad y concentracién varia de acuerdo con la especie
vegetal, parte de la planta y condiciones ambientales (Patra et al 2017). Generalmente
se ha observado que, en algunas plantas, el estrés por sequia, las altas temperaturas y
la intensidad luminosa tienden a incrementar la presencia de metabolitos secundarios
(Bhatta et al 2013).

En T. diversifolia los metabolitos secundarios de interés generalmente se encuentran en
niveles moderados, por lo cual no afectan el consumo ni la degradabilidad de la materia
seca (Galindo et al 2014; Lifongo et al 2014; Terry et al 2016; Ejelonu et al 2017). La
presencia de metabolitos secundarios en el forraje fresco de T. diversifolia fue evaluado
por Lezcano et al (2012), quienes no encontraron presencia de saponinas, glucosidos
cardiotonicos ni flavonoides, pero si de taninos. En otra investigacion se reporté un bajo
contenido de fenoles y ausencia de saponinas (Vargas et al 2012).

El contenido de taninos extractables totales de T. diversifolia es de 29.2 y 37.7 g/kg MS,
para hojas jovenes y maduras, respectivamente (Osuga et al 2012). En Colombia,
Santacoloma y Granados (2012) reportaron contenidos de polifenoles de 6.30 g/kg MS,
taninos totales de 5.40 g/kg MS, taninos condensados de 6.6 g/kg MS para plantas
adultas de T. diversifolia (hojas y peciolos), y un contenido bajo de saponinas (2.50 mm
de altura en espuma). Aunque el impacto nutricional de los taninos depende también de
su peso molecular y composicion monomérica (Barahona 1999), experimentos in vivo
sugieren que el consumo de esta arbustiva no reduce de manera importante la emision
de metano entérico (Molina et al 2015). Quizas seria necesario alcanzar consumos en
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altas cantidades de esta arbustiva (>30%) para lograr estos valores de taninos y ejercer
efectos sobre CH4 ruminal. Cardona-lglesias et al (2017) encontraron reducciéon de
metano cuando se incluyo T. diversifolia en estudios in vitro, aunque estos efectos podran
ser atribuibles a otros metabolitos secundarios.

Chagas-Paula et al (2012) encontraron que el género Tithonia es una fuente importante
y natural de diversos productos, particularmente lactonas sesquiterpénicas, diterpenos,
flavonoides y saponinas, razén por la cual pueden modificar las poblaciones microbianas
a nivel de rumen sin afectar la degradabilidad y aprovechamiento de los nutrientes en la
dieta. En la Tabla 1, se presentan algunos metabolitos secundarios reportados por

distintos autores para T. diversifolia.

Tabla 1. Metabolitos secundarios identificados en forraje de T. diversifolia.

Clase de Clase de
Compuesto Compuesto
compuesto compuesto
Tagitinin C 2- metilbutirato’ Sesquiterpeno Limonona® Terpeno
1 B -metoxidiversifolina’ Sesquiterpeno Acetaldehido de benceno® Terpeno
2-O-Metiltagitinina B’ Sesquiterpeno Terpinolona® Terpeno
Tagitinin H? Sesquiterpeno Linalool® Terpeno
Tagitinin D? Sesquiterpeno Pinocarvona® Terpeno
Hispidulin? Flavonoide Mirtenol® Terpeno
Nepetin? Flavonoide Cumin aldehido® Terpeno
Luteolin? Flavonoide Alcanfor® Terpeno
Cymaroside? Flavonoide Geranial® Terpeno
luteolin-3 -xyloside? Flavonoide a-Copaeno® Terpeno
Vernodalol? Sesquiterpeno o-Isocariofileno® Terpeno
Vernodalinol? Sesquiterpeno Cariofileno® Terpeno
11,13- dihidrovernodalin? Sesquiterpeno Eremofileno® Terpeno
Vernonioside B12 Sesquiterpeno Espatulenol® Terpeno
Vernonioside D? Sesquiterpeno Cadalin® Terpeno
Vernocuminoside G? Sesquiterpeno Acido miristico® Terpeno
Acido llico® Sesquiterpeno Linoleato de metilo® Terpeno
Tagitinin E 3 Sesquiterpeno Escualeno® Terpeno
3-O-Metiltirotundin® Sesquiterpeno 4,5-acido dicafeoilquinico® Fendlico
Diversifolin® Sesquiterpeno 3,5-4acido dicafeoilquinico® Fendlico
Sobrerol* Monoterpeno 3,4-4acido dicafeoilquinico® Fendlico
2-heptanona® Terpeno Tagitinin C7 Sesquiterpeno
Canfeno® Terpeno Tagitinin A’ Sesquiterpeno
a-Pineno?® Terpeno Tirotundin’ Sesquiterpeno
o-tujeno® Terpeno Botcinin D” Sesquiterpeno
Benzaldehido® Terpeno Tagitinin F7 Sesquiterpeno
Sabineno® Terpeno 1B-hidroxidiversifolin-3-O-metil eter’ Sesquiterpeno
2,3-octanodiona® Terpeno 2a-Hidroxitirotundina’ Sesquiterpeno

Ambrosio et al (2008)"; Green et al (2017)?; Kuroda et al (2007)3; Li et al (2013)*; Orsomandoa et al (2016)°?; Pulido
et al (2017)%; Zhao et al (2012)".

Los taninos que son polifenoles de alto peso molecular tienen la capacidad para formar
complejos con proteinas del alimento y microorganismo del rumen (Patra et al 2017). Los
taninos se clasifican en hidrolizables (TH) y condensados (TC), y se han propuesto varios
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mecanismos para explicar sus propiedades. Los efectos antimicrobianos de los
compuestos fendlicos estan relacionados con la inhibicion de las enzimas bacterianas,
como celulasas, xilanasas, pectinasas, lactasas (Barahona et al 2016); las alteraciones
en la permeabilidad de las paredes celulares que reaccionan con iones de calcio de la
pared celular; la inhibicion de permeasas del periplasma involucradas en el transporte de
aminoacidos y carbohidratos, la reduccion de la tensién superficial; y la quelacion de
minerales esenciales, particularmente hierro con un deterioro del sistema metabdlico
oxidativo microbiano (Patra et al 2017).

Por otro lado, las saponinas son glucidos de alto peso molecular formados de una
aglicona (hidréfoba) y un sacarido hidrofilo (Sparg et al 2004). Las plantas que contienen
saponinas no tienen un solo compuesto, sino una mezcla compleja, lo que influye en sus
propiedades (Apraez et al 2017). Al igual que los taninos, las saponinas poseen gran
actividad antibacteriana, relacionada con cambios en la permeabilidad de la célula (Patra
y Saxena 2009; Knapp et al 2014). Las saponinas tienen un efecto significativo en la
disminucidn o eliminacion de los protozoos del rumen sin inhibir la actividad bacteriana,
esto debido a que interactuan con el colesterol presente en la membrana celular de
eucariotas, pero no en las células procariotas (Katakura et al 2005).

Los flavonoides también son importantes debido a su amplia gama de actividades
bioldgicas y en particular las propiedades antimicrobianas. Los flavonoides se clasifican
en compuestos polifendlicos y en las plantas estan generalmente presentes en la forma
de glucésidos con la aglicona unida a un azucar variable por un enlace B-glucosidico,
principalmente en la posicion 3 del anillo C (Crozier et al 2007). La presencia del azucar
reduce la bioactividad del flavonoide y, por tanto, su eliminacién no sélo mejora las
propiedades funcionales del flavonoide, sino que también mejora la biodisponibilidad.
Estos compuestos generalmente actuan contra los microorganismos a través de la
inhibiciéon de la funcién de la membrana citoplasmica, la inhibiciéon de la sintesis de la
pared celular bacteriana, o la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos (Cushnie y
Lamb 2005).

Los efectos de los aceites esenciales (terpenos, terpenoides) varian dependiendo de su
composicion quimica, y el mismo extracto puede tener efectos estimulantes o inhibidores
cuando se obtienen de diferentes especies de plantas (Patra y Saxena 2009). Debido a
la variedad de compuestos implicados, existen una serie de mecanismos quimicos por
los cuales el crecimiento bacteriano es inhibido por los aceites esenciales (Calsamiglia et
al 2007). Por ejemplo, el carvacrol actia como un portador transmembrana de cationes
monovalentes intercambiando un protén hidroxilo (del grupo fendlico) por un cation como
K*, reduciendo asi la sintesis de ATP y causando la muerte celular (Busquet et al 2006).
Los aceites esenciales también pueden reducir la actividad peptidolitica de las bacterias
ruminales (Busquet et al 2006) e inhiben efectivamente el crecimiento de las bacterias
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ruminales implicadas en la produccion de amoniaco, causando asi la inhibicién de la
desaminacion de aminoacidos (Mclintosh et al 2003). Los aceites esenciales y sus
constituyentes también interactuan con la membrana bacteriana, causando trastornos a
través de productos lipofilicos. Estas perturbaciones conducen a la expansion de la
membrana, al aumento de la fluidez y permeabilidad de la membrana, a la alteracion de
las proteinas embebidas en la membrana, a la inhibicion de la respiracion y a la alteracion
de los procesos de transporte idnico en bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Nazzarro et al 2013).

Composicion proximal de T. diversifolia y sus efectos en poblaciones microbianas de
rumen

En T. diversifolia los bajos tenores de FDA (<40%) y FDN (<50%), sus contenidos
intermedios de carbohidratos solubles (>12%), su aceptable degradabilidad (>60%) y
altos contenidos de PC (>20%), se perfilan como las principales caracteristicas
nutricionales para disminuir la emision de CHas a nivel ruminal. Yan et al (2006) reportaron
que disminuir en 1% los contenidos de FDN y FDA, reduce en 2.01 y 2.26 | CH4 por kg
de materia seca consumida (MSC), respectivamente. Estos mismos autores coinciden
igualmente que por cada 1% que aumente la proteina, el metano disminuye en 6.22 I/kg
de MSC. De igual forma, el consumo de praderas menos lignificadas tiene un claro efecto
en la digestibilidad ruminal y la tasa de pasaje (O° Mara 2004). Estudios desarrollados
por Blaxter y Clapperton (1965) reportaron que al disminuir la digestibilidad de los forrajes
de 75 a 55%, la emision de metano puede aumentar de 306 a 499 g/dia. Los valores de
degradabilidad relativamente altos de T. diversifolia (cercanos al 65%) contribuyen a la
menor emision de CHa.

Segun el andlisis proximal de T. diversifolia, su contenido de MS es mayor del 15%, lo
cual, combinado con el alto contenido de proteina y bajo contenido de FDN y FDA puede
influir en la disminucién de emisiones de CHs. Esto se da al aumentar la PC de la dieta
(se aumentaria un 1.50% con pasturas del 9% de PC y 23% en T. diversifolia), mejorar
las tasas de pasaje por su disposicion fisica en rumen y por la diminucion del FDN y FDA
total de la dieta (se pasaria de 65 a 60% la FDN en la dita total con contenidos de 65% y
50% para alguna pastura tropical y Tithonia, respectivamente). En la Tabla 2 se presenta
el analisis quimico de T. diversifolia bajo distintas condiciones agroecoldgicas.

Tabla 2. Composicién quimica y proximal de T. diversifolia bajo diferentes condiciones
edafoclimaticas.

MS PC FDN FDA Ca P Mg Cen EE Lig Cel Hem Referencia

Naranjo y Cuartas,
19.10 241 38.6 345 - - - - - - B (2011)"

254 252 235 222 0.29 - - - - - - Rivera et al., (2015)?
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1790 211 294 23.3 263 0.29 - 16.0 - - - - Rivera et al., (2013)3
Gallego-Castro et al.,
1290 127 50.2 48.9 - - - - - - - - (2017)!
10.13 21.9 - - 1.91 - 0.065 13.3 - - - - Lezcano et al., (2012)°
12.78 191 - - 3.14 - 0.063 12.5 - - - - Lezcano et al., (2012)8
19.77 28.9 43.7 27.7 - - - - - 6.62 21.1 15.9 Verdecia et al., (2011)”
1821 275 40.4 241 - - - - - 715 169 16.3 Verdecia et al., (2011)2
1124 183 384 - - - - 21.9 - - - - LaOetal., (2012)°
16.30 294 491 46.1 235 0.60 - 15.1 1.60 - - - Rivera et al., (2017)'°
Cardona-Iglesias et al.,
- 17.2 39.1 27.2 0.83 0.35 - 125 1.10 - - - (2017)"
20.00 16.5 47.6 33.3 - - - - 157 134 2638 14.3 Ferreira et al., (2016)'?

MS: materia seca; PC: proteina cruda; FDN: fibra en detergente neutra; FDA: fibra en detergente acida; Ca: calcio; P: fésforo; Mg:
magnesio; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; Lig: lignina; Ce: celulosa; Hem: hemicelulosa; (1) Foliolo y peciolo de varias edades
provenientes de un banco forrajero; (2) Material de 40 dias de edad incluyendo hojas y tallos tiernos en Ultisoles; (3) Material de
50 dias de edad incluyendo hojas y tallos tiernos ; (4) Material de 56 dias de edad y utilizando toda la planta para el analisis; (5)
Material con 60 dias de edad, en época de lluvias y teniendo en cuenta hojas y tallos tiernos; (6) Material con 60 dias de edad, en
época seca y teniendo en cuenta hojas y tallos tiernos; (7) Material con 60 dias de edad y en época de lluvias; (8) Material con 60
dias de edad y en época de pocas lluvias; (9) Material de 77 dias de edad de un suelo ferralitico rojo tipico (Hernandez et al 1999)
y usando hojas y tallos tiernos; (10) Promedio de 16 materiales con una edad de 40 dias, establecidos en diferentes condiciones
ambientales y utilizando sélo las hojas; (11) Material de 70 dias de edad asociado a Cenchrus clandestinus; (12) Material de 90
dias de edad en oxisoles y tomando hojas y tallos tiernos.

T. diversifolia en la produccién animal y su diversidad

Los trabajos revisados fueron desarrollados en Cuba, Colombia, México y Africa, e
incluyeron temas como diversidad genética, dinamica de fermentacién, compuestos
fitoquimicos, respuesta al pastoreo, degradabilidad, caracteristicas morfolégicas,
composicién quimica, produccidon de gases, degradabilidad y germinacion de la semilla
de diferentes ecotipos de T. diversifolia (Ruiz et al 2010; La O et al 2012; Ruiz et al 20133;
Ruiz et al 2013b; Velasco et al 2014; Holguin et al 2015; Florence et al 2015; Ruiz et al
2016; Del Val et al 2017; Rivera et al 2017). Como se puede observar en la Tabla 3, las
caracteristicas morfoldégicas y la composicion bromatolégica pueden variar entre
procedencias.

Tabla 3. Diferencias encontradas en algunos parametros morfolégicos y quimicos en
distintos ecotipos de T. diversifolia evaluados en Cuba

Material
Parametro evaluado 3 5 6 10 13 17 23 24 25
Germinacion a los 7 dias (%)’ 13.5 16.5 39.1 2.02 420 725 950 145 235
Germinacion a los 28 dias (%)’ 15.5 17.5 43.0 6.50 74.0 775 200 280 73.0

Consumo bajo ramoneo como % del
total ofertado?
Numero de hojas/tallo en época de

24.0 26.5 225 305 298 8.80 381 173 220

A 12 14 11 15 13 13 17 14 13
lluvias?
Pesode las hojas en épocadelluvias o o5 750 903 650 603 145 100  10.1
(g de MS)?
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Numero de hojas/tallo en época con
pocas lluvias?

Peso de las hojas en época con
pocas lluvias (g de MS)?
Altura del tallo (cm)*3
Altura de la primera hoja verde (cm)*
3
Grosor del tallo (mm)*®
Peso de la planta a las 6 semanas (g
de FV)*

-Peso de la planta a las 8 semanas (g
de FV)*

Peso de la planta a las 12 semanas (g
de FV)*

Humedad (%)°
Cenizas (%)°
Materia organica (%)°
Extracto etéreo (%)°
Proteina cruda (%)°
FDN (%)°
FDA (%)°
Hemicelulosa (%)°
Celulosa (%)°
Silica (%)°
Lignina (%)°
DAIVMS (%)°
DVIVMS (%)°
DAIVMO (%)°
DVIVMO (%)°
DAIVFDN (%)°
DVIVFDN (%)°
DAIVFDA (%)°
DVIVFDA (%)°
Efecto sobre bacterias
metanogénicas (10° ufc/ml)- Control
27.7°
a (%)°
b (%)°
a+b (%)°
c5
k (0.01)°
k (0.02)5
k (0.03)°
k (0.04)°
k (0.05)°

3.50
250
160
210

11.2
21.9
78.1
1.11
18.3
38.4
15.6
22.7
12.9
0.62
2.14
73.9
83.6
57.7
65.3
28.4bc
32.1¢c
11.5a
13.2a

23.5

2.27
95.5
97.8
0.13
81.6
75.8
70.8
66.3
62.3

8 7
2.02 2.50
250 160
160 100
210 240
200 95.0
240 110
255 135
10.9 11.6
211 17.7
79.8 82.3
1.31 0.91
19.2 23.6
34.1 37.6
15.8 19.8
18.2 17.7
131 15.9
0.54 0.79
2.21 3.11
76.9 75.5
83.9 81.4
61.5 62.1
67.1 67.1
26.3a 28.4bc

28.6ab 30.6bc
122a 14.9b
13.3a 16.1c
213 -
10.2 249
89.3 63.9
99.5 88.8
0.39 0.09
73.6 82.9
68.2 78.1
63.1 73.8
58.3 70.3
53.6 67.2

2.00
250
160
210
105

135

145

11.1
20.2
79.8
1.35
19.9
36.2
15.5
20.7
12.6
0.61
2.30
73.25
834
58.5
66.6
26.5a
30.2b
11.3a
12.9a

16.2

1.57
89.1
90.7
0.17
82.8
78.5
747
71.2
68.2

1.50
200
125
255

11.1
16.8
83.1
2.05
25.9
32.6
17.8
14.8
14.5
0.62
2.71
79.8
84.4
66.3
70.2
26.1a
27.6a
14.2b

2.50
190
140
260
35.0

40.3

48.5

11.8
16.1
83.9
1.49
26.4
374
17.9
19.5
14.5
0.53
2.90
76.3
83.3
64.1
69.9
28.5bc
31.2b
13.6b

15.1bc  14.9bc

20

254
58.2
83.6
0.11
79.2
75.3
92.1
69.1
66.5

194

9.17
78.3
87.5
0.13
82.7
78.1
73.9
70.4
67.1

1.50
250
160
210

10.8
191
80.9
1.25
246
38.3
14.8
235
121
0.63
2.02
78.3
85.7
63.4
69.3
30.1c
32.8¢c
11.6a
12.6a

12.5

6.33
88.7
95.1
0.15
82.1
76.6
71.6
67.2
63.1

2.03
250
160
210

11.3
19.1
80.8
1.22
20.8
41.8
16.5
25.3
13.3
0.69
2.48
72.2
834
58.4
67.4
30.2¢c
34.8d
11.9a
13.7a

22.5

1.95
89.2
91.3
0.18
86.5
82.3
78.5
75.1
71.9

1.50
200
125
255

1.2
17.5
82.5
1.12
20.8
38.5
19.9
18.6
15.9
0.64
3.34
74.6
81.2
61.5
66.9
28.7bc
31.2bc
14.8b
16.1c

20.2

14.8
73.9
88.8
0.17
84.9
81.4
78.2
75.3
72.6

*Resultados de un analisis de conglomerado (valores promedio); MS: materia seca; FV: forraje verde; FDN: fibra de
detergente neutra; FDA: Fibra en detergente acida; DAIVMS: digestibilidad aparente in vitro de la materia seca ;
DVIVMS: digestibilidad verdadera in vitro de la materia seca ; DAIVMO: digestibilidad aparente in vitro de la materia
organica; DVIVMO: digestibilidad verdadera in vitro de la materia organica; DAIVFDN: digestibilidad aparente in vitro de
la FDN; DVIVFDN: digestibilidad verdadera in vitro de la FDN; DAIVFDA: digestibilidad aparente in vitro de la FDA,;
DVIVFDA: digestibilidad verdadera in vitro de la FDA; ufc: unidades formadoras de colonias; a: fraccion rapidamente
degradable; b: fraccion potencialmente degradable ; a+b: fraccion total degradable ; c: tasa constante de degradacion;
k: tasa fraccional de pasaje ruminal. Ruiz et al (2010a)"; Ruiz et al (2013a)?; Ruiz et al (2010)3; Ruiz et al (2012a; 2013)*;

La O et al (2012)%; Galindo et al (2010)®.
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Ruiz et al (2013b) informaron sobre diversas lineas de T. diversifolia colectadas en Cuba
que pueden ser pastoreadas por bovinos orientados a la produccion de leche. Estos
autores observaron que algunas no eran apetecibles para los animales (colectas 15, 20
y 28), mientras que las colectas 3, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 fueron las mas pastoreados (100%),
junto a las lineas 1, 2, 5y 6 con un 80% de remocion de follaje. De igual forma en Cuba,
la capacidad de germinacién de la semilla verdadera de 29 lineas evaluadas vari6 de 3 a
73% y se demostré que 12 de ellas tenian valores superiores al 28%. De manera general,
el 72% de las lineas evaluadas tuvieron germinaciones mayores al 28% en los primeros
7 dias y 50% en las primeras dos semanas (Ruiz et al 2017).

Con relacion a la composicién quimica de diferentes procedencias de T. diversifolia en
Cuba, La O et al (2012) encontraron que la degradabilidad ruminal efectiva de la MS
fluctu6é entre 76.3 y 86.6%. Los valores de digestibilidad aparente in vitro de la MS
(DAIVMS) estuvieron en el rango de 72.2 a 79.8%, y los de la digestibilidad aparente in
vitro de la materia organica (DAIVMO) entre 57.7 y 66.2 %. Por su parte, las cifras de
DVIVMS (digestibilidad verdadera) y DVIVMO oscilaron de 81.1 a 85.7%, y de 65.3 a
70.2% respectivamente, existiendo diferencias entre cada uno de los materiales
vegetales por indicador (p < 0.01).

La diversidad genética de T. diversifolia ha sido poco estudiada. En México, se evaluaron
20 materiales mediante marcadores ISSR provenientes de ocho localidades y se
obtuvieron un total de 157 bandas amplificadas de las cuales 33 fueron monomorficas y
124 polimérficas, lo que indicé un 79% de polimorfismo (Del Val et al 2017). El tamafio
de los fragmentos de DNA producto de la PCR varié de 170 hasta 1450 pb, y se encontrd
gran variabilidad entre las procedencias estudiadas. De tal manera que no se encontro
una relacién significativa entre 10 muestras y soélo dos resultaron similares (hubo dos
grupos a un nivel de similitud de 1.47). Por otro lado, Yang et al (2012), encontraron gran
variabilidad genética en esta especie en cuatro regiones de China y dos en Laos. En esta
investigacion, los valores medios de Nei de diversidad genética (H) y el indice de
Shannon de diversidad (I) fueron 0.294 y 0.431, respectivamente, demostrando amplia
diversidad en materiales intra y entre poblaciones de T. diversifolia y sugiriendo gran
adaptacion a diversos ambientes.

Finalmente, en Colombia Holguin et al (2015) evaluaron la respuesta productiva forrajera
de 44 introducciones de T. diversifolia, e identificaron ocho introducciones como las de
mayor produccion y de mejor calidad nutricional. Posteriormente, sélo cuatro fueron
identificados como las mas promisorias de acuerdo con un indice multicriterio (17.9; 22.1;
13.5y 1.20). Ademas, concluyeron que el uso de indices integrales multicriterio facilita la
seleccién de materiales rendidores, con base en diferentes criterios de adaptabilidad,

34



7% UNIVERSIDAD
S/ DE ANTIOQUIA

Facultad de Ciencias Agrarias

productividad y calidad de las especies. De acuerdo con estos estudios, existen multiples
diferencias entre materiales de T. diversifolia que obedecen a diferencias genéticas,
razon por la cual es necesario identificar, caracterizar y seleccionar genotipos superiores
dentro de esta especie, y llevar a cabo evaluaciones integrales multicriterio con el fin de
optimizar su uso. Esto permitiria tener ecotipos adaptados a condiciones especificas de
produccion, con la capacidad de ofrecer mayor biomasa, mayor oferta de nutrientes y
lograr una mayor persistencia en el tiempo.

Capacidad de T. diversifolia para acumular Nitrégeno y Fosforo

Los valores de PC como porcentaje de la materia seca (MS) en T. diversifolia son tan
altos como los observados en algunas leguminosas tropicales como Stylosanthes
guianensis (18.2 %, Morgado et al 2009), Arachis pintoi (19.7%, Khan et al 2013) y
Gliricidia sepium (18.2%, Silva et al 2017), y son superiores a los observados en la
mayoria de las gramineas tropicales, como Urochloa brizantha (9.30%, Ribeiro et al
2016), Cynodon plectostachyus (9.23%, Montoya et al 2017) y Megathyrsus maximus
(9.30%, Carvalho et al 2017). T. diversifolia se ha utilizado a través de experimentos como
forraje de alta calidad que puede reemplazar concentrados en rumiantes o incrementar
la produccién animal cuando se ofrece en dietas basadas en pasturas tropicales (Ribeiro
et al 2016).

Las plantas absorben el N disponible en el suelo a través de sus raices en forma de
amonio (NH4") y nitratos (NOz3) (Santi et al 2013). Bajo condiciones naturales, algunos
organismos procariotes son capaces de utilizar el N atmosférico a través de un proceso
conocido como Fijacién Bioldgica del Nitrégeno (FBN), que es la conversiéon del N2
atmosférico a NHs, una forma que puede ser utilizado por las plantas (Franche et al 2009).
La propiedad de fijar N por las plantas vasculares se encuentra en dos grupos principales
de bacterias no relacionadas filogenéticamente: los rizobios (Alpha-proteobacteria) que
se asocian a leguminosas (Sprent y James 2007) y Frankia (Actinobacteria) que se
asocian con un grupo mas amplio de plantas (Vessey et al 2004). Otro grupo importante
de bacterias fijadoras de N es el de las cianobacterias, encontradas en asociacion con
una gran variedad de plantas superiores e inferiores, hongos y algas (Meeks y Elhai
2002).

Entre los medios a través de los cuales T. diversifolia podria lograr valores altos de N se
encuentran la simbiosis asociativa. La simbiosis asociativa se refiere a un mecanismo en
una amplia variedad de especies fijadoras de N basado en la colonizaciéon por
microorganismos de la superficie radicular de plantas no leguminosas. Entre éstos, se
han identificado los enddfitos fijadores de N y organismos diazétrofos libres (Baldani y
Baldani 2005), ademas Jama et al (2000) destacan que esta especie posee gran

35



% UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

Facultad de Ciencias Agrarias

capacidad de recuperar nutrientes del suelo. En contraste con las endosimbiosis (proceso
dado en leguminosas), estas bacterias no inducen estructuras diferenciadas en las raices
y, aunque las bacterias endofiticas invaden los tejidos vegetales, no pueden considerarse
endosimbiontes que residen intracelularmente.

Las bacterias que colonizan la rizosfera se denominan rizobacterias, y las rizobacterias
con efectos beneficiosos sobre el desarrollo de las plantas se denominan Rizobacterias
Promotoras del Crecimiento de las Plantas (RPCP) (Coats y Rumpho 2014). Cuando se
encuentran en estrecha asociacion con las raices, suelen denominarse bacterias
enddfitas fijadores de N (Elmerich 2007). Por otro lado, las bacterias fijadoras de
nitrégeno “diazétrofos libres” se han definido como bacterias detectadas en la superficie
de plantas o internamente (Reinhold-Hurek y Hurek 2011).

Los diazétrofos endofiticos pueden tener una ventaja sobre los diazétrofos asociativos o
libres de la superficie radicular, ya que colonizan el interior de las raices de las plantas y
pueden establecerse en nichos que proporcionan condiciones mas apropiadas para la
fijacion eficaz del nitrégeno y posterior transferencia del N fijado a la planta huésped
(Reinhold- Hurek y Hurek 2011). Se han identificado rizobacterias diazotroficas en varios
géneros de proteobacterias alfa y beta, incluyendo Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Herbasprillum, Glucenobacter y Pseudomonas
(Richardson et al 2009). Entre estos, Azoarcus spp., Herbaspirillum seropedicae y
Glucenobacter son reconocidos como enddfitos.

La interaccion planta-bacteria tiene lugar en la rizosfera donde los RPCP son estimulados
por los exudados radiculares de plantas no leguminosas como por ejemplo T. diversifolia
(Compant et al 2010). La composicion de los exudados radiculares depende del tipo de
suelo, de la disponibilidad de nutrientes, del genotipo de la planta y de la etapa de
crecimiento, asi como del estrés bidtico y abiético ambiental (Abdel-Lateif et al 2012).

Las plantas emplean una variedad de estrategias para movilizar y adquirir fésforo
inorganico (Pi) del suelo, empleandolas simultdneamente para evitar la deficiencia de
este elemento (Jain et al 2007). En respuesta a la deficiencia de P, las plantas pueden:
(1) Por medio de sus raices acidificar la rizosfera, secretar aniones organicos de bajo
peso molecular y enzimas fosfatasas en el suelo para movilizar Pi, y de relacionarse con
microorganismos para solubilizar P de forma libre; (2) Invertir una mayor proporcién de
su biomasa en el desarrollo del sistema de raices; (3) Alterar la morfologia del sistema
de raices, no solo para explorar el volumen del suelo de manera mas efectiva, sino
también para explotar cualquier sitio localizado con una alta disponibilidad de Pi; (4)
Aumentar la capacidad de las raices para absorber Pi, acelerando la tasa de absorcién
desde la solucion del suelo, y (5) Formar relaciones simbiéticas con hongos micorricicos
para aumentar su capacidad de explorar el volumen del suelo y movilizar P de fuentes
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organicas e inorganicas remotas. A continuacion, se describen algunas estrategias que
T. diversifolia utiliza.

Segun Karanja et al (2004), Cong y Merckx (2005) y Mwangi y Mathenge (2014) los
siguientes mecanismos se presentan en T. diversifolia: (1) aumento del pH del suelo que
conduce a una mayor solubilidad del fosfato (gran capacidad de secretar compuestos
organicos para aprovechar el P del suelo); (2) aumento de la macroagregacion y por lo
tanto el aumento de la superficie especifica que conduce a mas sitios de adsorcion para
P y mayores tasas de difusion (aumento del sistema radicular y asociacién con
microorganismos micorriticos); (3) aumento de las cargas negativas en la superficie del
suelo y la reduccion de las cargas positivas en la superficie del suelo para un aumento
neto en la fuerza de repulsidén hacia P y (4) la reduccion de las concentraciones de Al y,
por lo tanto, la absorcion o precipitacion del P.

Las raices de las plantas pueden liberar protones (H*) para acidificar la rizosfera y asi
facilitar el acceso a formas de P asimilables. Ademas, secretan aniones organicos de
bajo peso molecular con diferentes niveles de eficacia para liberar Pi de los minerales del
suelo (Delhaize et al 2007). Las raices de las plantas también secretan enzimas en la
rizosfera para liberar Pi de los compuestos organicos en el suelo. Estas enzimas incluyen
fosfatasas acidas y fitasas que hidrolizan fosfomonoésteres organicos, que son la forma
dominante de P organico en el suelo, y apirasas y RNasas que hidrolizan los fosfodiésters
(Jain et al 2007). Segun Barrios y Cabo (2004) este podria también ser un mecanismo
usado por T. diversifolia.

En cuanto a los microorganismos solubilizadores de fosfato (MSP), se encuentran las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (del inglés plant growth promotion
rhizobacteria). Estas bacterias son de vida libre en el suelo y son capaces de adaptarse,
colonizar y persistir en la rizésfera de la planta y favorecer su crecimiento y desarrollo
(Baldani y Baldani 2005). Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP) pertenecen al
grupo de las PGPRs y son capaces de solubilizar fosfato inorganico de diferentes
compuestos, como son el fosfato bicalcico, fosfato tricalcico y rocas fosféricas. En general
existen 13 géneros de bacterias con la capacidad de solubilizar fosfato: Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus,
Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum y Erwinia
(Rodriguez y Fraga 1999). Se ha reportado al acido glucénico como el agente mas
frecuente de solubilizacion de fosfato, el cual es producido por Pseudomonas sp., Erwinia
herbicola, Pseudomonas cepacia y Burkholderia cepacia (Song et al 2008). Otro
metabolito solubilizador de fosfato es el acido 2-cetogluconico, sintetizado por Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium meliloti, Bacillus firmus y otras bacterias del suelo aun no
identificadas (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria 2010).
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Hasta el momento, se conocen otros acidos organicos producidos por las BSP, los cuales
dependen del tipo de suelo y la especie de la planta (se ha reportado diferencias entre
genotipos en su capacidad de expresar acidos organicos y acceder a diferentes formas
de P mineral). Dentro de estos acidos se destacan: oxalico (Kim et al 1997), citrico,
maldnico, lactico, succinico, malico, oxalacético, acético, férmico, isovalérico, fumarico,
glicdlico, adipico, indolacético, butirico e isobutirico (Jones et al 2003).

Otra respuesta de las plantas a un ambiente deficiente de P es la asignacién de biomasa
orientada al desarrollo de su sistema radicular, lo que aumenta la tasa de crecimiento de
las raices y el volumen de suelo que puede ser explorado (Hammond y White 2008). Para
aprovechar los efectos locales de la secrecion de aniones organicos y enzimas en la
rizosfera, las plantas aumentan la longitud de la raiz en regiones con mayor disponibilidad
de P. En respuesta a la deficiencia de P, las plantas producen preferentemente raices en
la capa superior del suelo, ya que el P se concentra a menudo cerca de la superficie,
proliferan las raices laterales en zonas ricas de P e incrementan la longitud y densidad
de los pelos radiculares para ampliar el area superficial efectiva del sistema radicular (Zhu
et al 2005).

Finalmente, para aumentar su exploracion del suelo, muchas plantas se asocian con
hongos micorricicos (Smith et al 2003). Esta asociaciéon puede beneficiar a ambos
organismos, ya que los hongos reciben C de las plantas y las plantas reciben P y otros
elementos minerales de los hongos. Se estima que entre el 4% y el 20% del material
fotosintético neto se transfiere de las plantas a sus socios fungicos (Morgan et al 2005).
Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos del suelo que forman
simbiosis con el 80% de las plantas terrestres, formando arbusculos, vesiculas (en
algunas especies) e hifas, dentro de las células corticales de las plantas que colonizan.
Las hifas fungicas aumentan el volumen de suelo explorado, aumentan el area superficial
para la absorcion de Pi, se extienden a los poros del suelo demasiado pequefios para
que entren las raices y, en algunos casos, hidrolizan compuestos organicos de P que las
plantas no pueden (Morgan et al 2005). En consecuencia, las raices de las plantas
micorricicas pueden adquirir entre tres y cinco veces mas Pi que las de las plantas no
micorricicas cuando se cultivan en suelos con bajo P (Morgan et al 2005).

Conclusiones

T. diversifolia es un arbusto con diversas propiedades que la convierten en una planta
idénea como alimento animal: bajos tenores de FDN (<45.0%) y FDA (<40.0%), valores
iguales o superiores de PC que especies leguminosas (>20.0%), valores de fésforo y Ca
superiores a los encontrados en pasturas tropicales y la presencia de compuestos
fitoquimicos como taninos, flavonoides, aceites esenciales y saponinas. T diversifolia
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debido a su diversidad, cuenta con una amplia capacidad de adaptacion, puede presentar
asociaciones con otros microorganismos para mejorar su desempefio productivo y una
seleccién. Asi mismo el uso de materiales superiores de T. diversifolia puede incrementar
su aprovechamiento y ser una herramienta viable en la busqueda de sistemas mas
sostenibles en condiciones adversas.
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Resumen

Tithonia diversifolia es un arbusto con un alto potencial para la alimentacion animal, pero
ha demostrado tener una alta variabilidad en su rendimiento agronémico, oferta de
nutrientes y adaptacion a condiciones especificas de producciéon. El objetivo de este
trabajo fue determinar la diversidad genética, quimica y morfolégica de materiales
silvestres de T. diversifolia en Colombia y México, y asi perfilar genotipos destacados
para la produccion animal. Partiendo de 31 materiales colectados de ambos paises, se
llevdé a cabo un estudio de diversidad genética mediante el uso de siete marcadores
moleculares ISSR y cuatro del gen del citocromo P450. Asimismo, diferencias en
caracteristicas quimicas y en morfologia fueron analizadas con estadistica multivariada.
Los materiales evaluados presentaron diferencias en contenido de PC (29.4% + 3.29),
EE (1.6% £ 0.67), Ca (2.3% + 0.2), P (0.6% £ 0.18), FDA (44.99% £ 9.43) y FDN (46.82%
+ 12.52) (p<0.05). Ademas, se encontraron diferencias en el peso total de la planta, area
foliar, hojas por rama y altura de planta (p<0.05). Finalmente se identifico una amplia
diversidad genética con cinco grupos bien definidos y mediana relacién geografica entre
materiales, encontrandose un indice de Nei de 0.281 y un indice de Shannon de 0.432.
Se concluye que T. diversifolia cuenta con una amplia diversidad fenotipica y adaptacién
a diferentes condiciones edafoclimaticas, y que existe la necesidad de seleccionar
materiales con el fin de conservar y resguardar germoplasma con caracteristicas
agrondmicas y nutricionales destacadas para un mejor aprovechamiento de esta especie.
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Abstract

Tithonia diversifolia is a shrub with great potential for animal feeding thanks to its chemical
composition, edaphoclimatic adaptability and biomass production, but has shown
differences in its agronomic performance and nutritional quality. The objective of this work
was to determine the genetic, chemical and morphological diversity of wild T. diversifolia
materials in Colombia and Mexico, and thus outline outstanding genotypes for animal
production. Based on 31 materials collected from both countries, a genetic diversity study
was carried out using seven ISSR and four cytochrome P450 gene molecular markers.
Likewise, differences in chemical characteristics and morphology were analyzed with
multivariate statistics. The evaluated materials presented differences in their PC content
(29.4% + 3.29), EE (1.6% % 0.67), Ca (2.3%= 0.2), P (0.6%+0.18), ADF (44.99% + 9.43),
NDF (46.82% £ 12.52), among other traits (p <0.05). In addition, differences were found
in the total weight of the plant, leaf area, leaves per branch and plant height (p <0.05).
Finally, a wide genetic diversity was identified with five well-defined groups and a medium
geographical relationship between materials, finding a Nei index of 0.281 and a Shannon
index of 0.432. It is concluded that T. diversifolia has a wide phenotypic diversity and
adaptation to different edaphoclimatic conditions, and that there is also the need to select
materials in order to conserve and protect germplasm with outstanding agronomic and
nutritional characteristics for a better use of this species.

Keywords: Citrochrome P450, ISSR, Mexican Sunflower, molecular markers, nutritional
quality, phenotypic variability.

Introduccion

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray popularmente conocida como botdn de oro, falso
girasol o girasol mexicano, es un arbusto perenne de la familia Asteraceae, nativo de
México y América Central pero ampliamente distribuido en Asia, Africa, América del Sur
e islas del Caribe (Obukohwo y Umar, 2014; Miranda et al., 2015; Luo et al., 2016). A
pesar de ser considerada una planta pionera e invasora que puede afectar el crecimiento
de otras especies (Oludare y Muoghalu, 2014; Luo et al., 2016), se han identificado
propiedades farmacéuticas derivadas de sus numerosos metabolitos secundarios como
sesquiterpenoides, diterpenos, fenoles y flavonoides (Lifongo et al., 2014; Ejelonu et al.,
2017), algunos con propiedades insecticidas o herbicidas (Kolawole et al., 2011, Miranda
et al., 2015). También como especie se ha empleado en rehabilitacion de suelos,
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proteccion de taludes, biorremediacidn, produccion de abono verde y uso apicola bajo
diferentes condiciones (Mustonen et al., 2015).

Gracias a sus bajos valores de fibra detergente acida (FDA) y neutra (FDN), alto
contenido de proteina cruda (PC) y minerales, y alta digestibilidad y contenido de
carbohidratos no estructurales, T. diversifolia es una especie que posee un alto potencial
para la alimentacion animal y la disminucion de emisiones de gases de efecto invernadero
(GEI) (Gualberto et al., 2010; Ribeiro et al., 2016; Mauricio et al., 2017). Ademas, T.
diversifolia presenta una gran adaptabilidad edafoclimatica y una alta produccion de
biomasa (Ramirez-Rivera et al. 2010; Ribeiro et al., 2016), con alta variabilidad en su
capacidad de rebrote, desempefio agronémico, composiciéon quimica y de adaptacion,
debido probablemente a su alta diversidad genética (Yang et al., 2012; Ruiz et al., 2013;
Luo et al., 2016; Gallego et al., 2017).

Actualmente en Colombia y en otros paises donde se ha usado esta especie, no se tiene
un registro de la diversidad genética de las poblaciones naturales de T. diversifolia, lo que
dificulta planificar y disefiar estrategias de conservaciéon y manejo, asi como para la
seleccion de lineas de germoplasma y el mejoramiento genético de esta especie (Ruiz et
al., 2013; Tabin et al., 2016; Luo et al., 2016). La diversidad genética, que revela el grado
de polimorfismo entre diferentes poblaciones e individuos, es un patrén para medir el
potencial evolutivo y la capacidad de adaptacion de las especies (Chai et al., 2014).
Dentro de las evaluaciones de diversidad genética, el marcador de Secuencias
Intergénicas Repetidas Simples (ISSR) se ha perfilado como una buena herramienta
debido a su alta repetitividad, alto polimorfismo, bajo costo y facil manejo (Kalpana et al.,
2012; Yang et al., 2016).

El objetivo del presente estudio fue determinar la diversidad genética, morfolégica y
bromatolégica de materiales silvestres de T. diversifolia por medio del uso de marcadores
ISSR y citocromo P450 en colectas de Colombia y México, y asi perfilar origenes con un
mayor potencial para la alimentacién animal en ambos paises debido al uso que esta
especie ha tenido durante los ultimos afnos.

Materiales y métodos
Sitios de colecta

Se identificaron poblaciones silvestres con antecedentes de uso como forraje (Tabla 1)
donde se colectaron hojas jovenes y se almacenaron a -20°C hasta su analisis. Se utilizd
una matriz de calificacion que incluyd 100 sitios previos los cuales fueron calificados
teniendo en cuenta caracteristicas como: facilidad de acceso, area establecida,
representatividad de las condiciones de produccion (tipo de suelo y medio ambiente), tipo
de semilla usada (sexual o por estaca), origen del material usado en las siembras y
comportamiento productivo, con el propdsito de identificar de manera representativa los
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mejores sitios de colecta (datos no mostrados).

Un total de 82 muestras de T. diversifolia fueron colectadas en los 31 sitios seleccionados
a partir de los 100 lugares inicialmente incluidos en la evaluacion, distribuidos en
Colombia y México (Figura 1). En Colombia, las colectas se realizaron en las ecoregiones
del Eje Cafetero (EEC), Valle del Rio Cesar (EVRC), Piedemonte Orinocense (EPO), Bajo
Magdalena (EBM), Caqueta (CAQ), y Santander y Boyaca (ESB); y en México en los
estados de Michoacan (MICH) y Jalisco (JAL). La asteracea Heliopsis longipes (A. Gray)
fue incluida en el analisis a manera de control. Las colectas de Colombia en realizaron
en sitios representativos donde tradicionalmente se ha utilizado esta arbustiva como
alimentacioén animal y con diversidad de condiciones biofisicas y en México la toma de
muestras se hizo en dos de los estados donde desde hace algunos afios T. diversifolia
se ha usado en los sistemas bovinos de produccion.

Figura 1. Localizacion de los sitios de colecta de T. diversifolia en Colombia y México

Tabla 1. Caracteristicas generales de los sitios de colecta para México y Colombia

- , asnm Precipitacion Temperatura Coordenadas
Caodigo Pais ~ . .
(m) (mm/afio) (°C) Latitud (N) Longitud (O)

1EEC Colombia 2346 2480 15.5 6°8'39.538" -75°28'3.149"
268EPO Colombia 552 4120 26.5 4°25'9.9" -74°20' 27.48"
1416EPO Colombia 579 4080 26.4 4°18'38.70" -74°22'09.41"
1EPO Colombia 326 2410 27.2 3°53'42.06" -74° 11' 48.72"
2583EEC Colombia 2159 2545 16.3 5°0'51.538" -75°33'58.302"
2388EEC Colombia 2283 2459 16.4 5°0'39.888" -75°26'10.333"
953EEC Colombia 1870 2610 16.2 4°52'39.430" -75°34'58.563"
1250EVRC Colombia 623 1220 27.2 10° 14' 18.66" -73° 6'21.539"
1716EVRC Colombia 284 1124 27.5 10° 26' 31.8" -73°22'59.4"
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225ESB Colombia 1608 870 22.3 6° 11'26.52" -73° 8'49.139"
2785ESB Colombia 1383 2130 234 6° 16' 46.8" -73° 9'49.499"
2529ESB Colombia 1893 1680 19.8 6° 20" 4.98" -73° 2' 0.359"
1CAQ Colombia 232 2840 235 01°14'49.2" -75°46'28.3"
2CAQ Colombia 303 3460 23.3 01°16'56.7" -75°52'16.3"
3CAQ Colombia 283 3980 23.6 01°16'55.1" -75°59'14.8"
1BOY Colombia 2681 892 14.1 5°53'11.22" -73°9'41.76"
3700EBM Colombia 20 930 27.2 10° 29' 1.62" -75°12' 23.28"
1ESB Colombia 2492 912 16.9 5° 46' 30" -73° 0' 0.899"
1EVRC Colombia 578 952 28.1 10° 45' 48" -72°52'1.2"
2ESB Colombia 2501 990 14.1 5°47'18.3" -73°2'48.059"
1MICH México 405 720 277 19° 4'48.31" -102°33'19.42"
2MICH México 350 700 28 19°19'3.49" -101°46'6.63"
3MICH México 590 1215 241 18°42'39.90" -103° 3'31.85"
4MICH México 15562 700 26.7 20° 26'35.298"  -103°25'18.292"
1JAL México 1574 890 20.2 20°27' 45.72" -103°26'43.86"
2JAL México 1560 879 20.2 20°19'38.32" -102°15'28.13"
H. longipes México 1561 890 20.2 20°26' 36.48" -103°25'15.46"
1-1EEC Colombia 2353 2480 16.5 6°8'26.153" -75°28°3.968"
1EEC-UNALMED  Colombia 1476 1612 216 6°8'26.433" -75°28'3.822"
1ESB-Carretera Colombia 2286 1020 14.4 6°15'47.359" -75°34'43.088"
1250EVRC-1 Colombia 571 1220 27.2 5°563' 51.66" -73°11'23.1"
1EEC-SENA Colombia 1870 2334 19.2 10°14' 18.9" -73°6'22.32"

EEC: Ecorregion del Eje Cafetero; EVRC: Ecorregion del Valle del Rio Cesar; EPO: Ecorregion del Piedemonte
Orinocense; EBM: Ecorregién del Bajo Magdalena; CAQ: Caqueta; ESB: Ecorregion de Santander y Boyaca; MICH:
Michoacan; JAL: Jalisco.

Extraccion y procesamiento de ADN

Para la extraccion de ADN se usoé el kit comercial DNeasy Plant mini Kit (Qiagen ®). La
evaluacion de la calidad del ADN se realizé6 mediante geles de agarosa al 0.8% corridos
en tampén TBE 1X (Tris 0.089 M, acido bérico 0.089 M y EDTA 0.002 M) a 80 voltios
durante una hora y tefiidos con Bromuro de etidio (10 mg/ml). Las concentraciones de
ADN vy la relacion A260/A280 se determinaron mediante el uso de Nanodrop (Thermo
Scientific ®). Estos trabajos fueron realizados en el Laboratorio de Fitotecnia Tropical de
la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin (Colombia) y en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco (México).

Determinacion de la diversidad genética mediante marcadores moleculares y analisis ITS

Para la amplificacion de los fragmentos, se evaluaron 45 iniciadores, de los cuales 11
fueron seleccionados (Tabla 1), siete oligos ISSR y cuatro para el gen citocromo P450
(Yamanaka et al., 2003). Las amplificaciones de PCR se realizaron en un volumen de
12.5 ul que contienen Tris-HCI, 10 mM (pH 9.0), KCI 50 mM, MgCl> 2.0 mM, dNTPs 0.20
mM, gelatina 0.1 %, 5 yM de cada oligo, 0.5 U de Taq DNApolymerasa (Fermentas), y 20
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ng de DNA gendmico. Las condiciones del proceso fueron: termociclador SelectCycler,
programado para un primer ciclo térmico de 4 min a 94°C, seguido por 35 ciclos
correspondientes a la desnaturalizacion (1 min a 94°C), alineacion del iniciador 46 - 56
°C por 1 min (acuerdo al oligo, Tabla 2) y elongacion a 72°C por 2 min. Posteriormente,
el producto se mantuvo a 72°C por 7 min para luego ser conservado a 4°C.

Con el fin de confirmar la identidad de las muestras, se amplifico la regidon ITS del DNA
ribosomal empleando los oligos ITS1 5 AGGAGAAGTCGTAACAAGGT 3’ e ITS4 5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’ de acuerdo con White et al. (1990). Los productos
amplificados fueron purificados y secuenciados en un secuenciador automatico Applied
Biosystem empleando los mismos oligos. Las secuencias obtenidas fueron comparadas
con las de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
empleado el algoritmo BLASTn. (Basic Local Alignment Search Tool.
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

Tabla 2. Marcadores ISSR y P450 utilizados en la determinacion de la diversidad genética
de T. diversifolia en México y Colombia

Temperatura de

Oligo Tipo Secuencia 5> 3 anillamiento °C
(GA)BYT ISSR GAGAGAGAGAGAGAGAYT 47.4
(AG)8C ISSR AGAGAGAGAGAGAGAGC 48.8
(GA)8C ISSR GAGAGAGAGAGAGAGAC 52.0
(AG)8YC ISSR AGAGAGAGAGAGAGAGYC 48.8
(CT)8AGA ISSR CTCTCTCTCTCTCTCTAGA 48.1
T(CT)7CC ISSR TCTCTCTCTCTCTCTCC 48.1
(CT)8RG ISSR CTCTCTCTCTCTCTCTRG 48.1
P450  GCCAAGCTTTCTAACAATGC/GACTCTTG
CYP1A1F/CYP2B6R CTACTACTCCTGGTT 52.0
P450  GCCAAGCTTTCTAACAATGC/ACCAAGAC
CYP1A1F/heme2B6 AAATCCGCTTCCO 52.0
P450  TCCTTGTGCTCTGTCTCTCA/AAGGACAT
CY2C19F/CYP21A1R GCTCTGACCATT 46.6
P450  TCCTTGTGCTCTGTCTCTCA/ACCAAGAC
CY2C19F/heme2B6 AAATCCGCTTCC 56.0

Los productos de amplificacién con los marcadores ISSR y del citocromo P450 fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% en amortiguador SB 1X (borato
de sodio 10 mM, pH 8.5) a 100 voltios, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en
un fotodocumentador UV. Los patrones de amplificacion se registraron en una matriz
binaria de presencia (1) y ausencia (0) con la ayuda de software Gel Analyzer®. La
similitud genética entre los individuos se calculé utilizando el coeficiente de similitud de
Dice (1979).

Analisis bromatologico
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Las determinaciones quimicas fueron: proteina cruda (PC), cenizas (Cen), fibra en
detergente neutra y acida (FDN y FDA), grasa (EE), Calcio (Ca), Fosforo (P) y Hierro (Fe).
El porcentaje de N y PC se determinaron por el método de Kjeldahl segun NTC 4657
(ICONTEC, 1999), FDN y FDA segun la técnica secuencial descrita por Van Soest et al.
(1991) segun AOAC 2002.04 y 973.18 respectivamente (AOAC, 2005), y EE por
extraccion Soxhlet por inmersién (NTC 668- ICONTEC, 1973). Finalmente, el contenido
de cenizas se determind por incineracion directa en una mufla a 500°C segun AOAC
942.05 (AOAC, 2005) y el contenido de los minerales Ca, P y Fe y por espectrofotometria
AA 'y UV- VIS basado en NTC 5151 (ICONTEC, 2003) y 4981 (ICONTEC, 2001).

Determinaciones morfologicas

Las medidas morfolégicas evaluadas fueron: peso de las hojas (g), peso de los tallos (g),
numero de hojas por planta, numero de ramas por planta (#), altura de la planta (cm),
diametro de los tallos (mm), relacién hoja/tallo y area foliar (cm?).

Analisis de la informacion

El analisis de agrupamiento se realizé por el método UPGMA (unweighted pair-group
method) y se generd un dendrograma utilizando el paquete estadistico NTSYS
(Numerical Taxonomy System for personal Computer, version 2.02 PC). Para cada oligo
0 su combinacion se calculé el numero de alelos observados y efectivos, (Na, Ne),
numero de bandas polimérfica (P), indice de diversidad genética de Nei (H) e indice de
Shannon (l) empleando el software POPGENE version 3.2 (Yeh et al., 1999).

La probabilidad de encontrar un individuo dentro de un grupo dado fue analizada
empleando una aproximacion Bayesiana del programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et
al., 2000). El numero de posibles poblaciones (K) fue establecido de 2 a 10, realizando
un analisis de 100,000,000 iteracciones y una cadena de Monte Carlo Markov Chain
(MCMC) de 1,000,000, usando un modelo no mezclado y frecuencias alélicas. El nimero
de K poblaciones fue definido por el valor de delta-K (Earl y VonHoldt, 2012).

Los resultados quimicos, de morfologia y aspectos agrondmicos se analizaron por
métodos multivariados, mediante un analisis de componentes principales (ACP) y
graficas Biplot. Estos analisis fueron llevados a cabo en el entorno r (R Core Team, 2019)
usando la libreria “FactorMiner”, “Vegan” y “Agricolae”. Estas caracteristicas fueron
evaluadas en plantaciones de 40 dias pos-corte y empleando cinco plantas por sitio.

Resultados

Diversidad e identificacion genética de las colectas de T. diversifolia
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La concentracion promedio de ADN purificado fue de 168.2 + 56 ng/ul y la relacion
A260/A280 fue de 1.81 £ 0.04, evidenciando una concentracion adecuada y una buena
pureza del ADN (Turashvili et al., 2012). De un total de 105 fragmentos amplificados, 5%
fueron monomorficos y 95% polimorficos. El tamafio de los fragmentos de ADN,
productos de la PCR varié desde los 300 hasta 2,500 pb (Figura 2) y las medidas de
variacion genética se presentan en la Tabla 3.
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Figura 2. Gel de agarosa al 1.2% mostrando los productos de amplificacion para los
marcadores moleculares de T. diversifolia. A) ISSR (GA)8YT, B) citocromo P450
CYP1A1F/heme2B6.

La cantidad de alelos efectivos en los cebadores ISSR estudiados varié de 1.0 a 1.9. Esta
medida proporciona informacion complementaria a la diversidad genética de Nei y los
valores de diversidad (H) mostraron un total de 6.0% a 48.8% de heterocigosidad. Del
mismo modo, los indices de informacion de Shannon (I) fueron 0.13 a 0.67,
representando una medicion de diversidad genética con un promedio de 0.432 + 0.227
(Tabla 3) indicando el alto polimorfismo en T. diversifolia.

Tabla 3. Parametros de diversidad genética de los iniciados utilizados en el analisis

Oligos Numerode . Ne* H* I* P
muestras

(GABYT 32 2 1.8824 0.4688 0.6616 10

(AG)8C 32 2 1.7534 0.4297 0.6211 9
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(GA)8C 32 2 1.2047 0.1699 0.3111 9
(AG)8YC 32 2 1.9321 0.4824 0.6755 8
(CT)BAGA 32 2 1.3581 0.2637 0.4334 9
T(CT)7CC 32 2 1.8824 0.4688 0.6616 6
(CT)8RG 32 2 1.0644 0.0605 0.1391 10
CYP1A1F/CYP2B6R 32 2 1.5193 0.3418 0.5253 8
CYP1A1F/heme2B6 32 2 1.0644 0.0605 0.1391 10
CY2C19F/CYP21A1R 32 2 1.1327 0.1172 0.2338 13
CY2C19F/heme2B6 32 2 1.8221 0.4512 0.6435 13

Mean 32 2 1.4734 0.2812 0.432

St. Dev 0 0.3631 0.1787 0.2267

* Na = Numero de alelos observados

* Ne = Numero de alelos efectivos (Kimura y Crow, 1964)
* H = Diversidad genética de Nei (1973)

* | = Indice de Shannon (Lewontin, 1972)

*P = Numero de loci polimérfico

Se destaca que el conglomerado tuvo una correlacién cofenética alta (0.874) y un
coeficiente de aglomeraciéon de 0.8, lo cual significa una alta correspondencia entre
grupos Y diferencia entre los mismos. El analisis de las secuencias en la base de datos
del NCBI mostré un porcentaje de homologia del 99.9% en la region ITS de DNA
ribosomal con lo que se confirma plenamente la identidad de estos materiales colectados.
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Figura 3. Dendrograma generado por el método de UPGMA para las 31 colectas de T.
diversifolia de México y Colombia empleando el indice de disimilitud de Dice.

Estructura genética
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En la Figura 4 se observa la estructura genética de las 31 colectas de T. diversifolia
evaluadas y de H. longipes. Para T. diversifolia, el analisis basado en la proporcion del
genoma de cada poblaciéon mostré 5 grupos bien definidos los cuales coinciden con el
agrupamiento obtenido en el analisis de conglomerados (Figura 3).

El programa STRUCTURE fue utilizado para analizar los datos generados con los ISSR
y el citocromo P450, en las 31 poblaciones de T. diversifoliay en H. longipes. El programa
utiliza un modelo de agrupamiento basado en un modelo estadistico Bayesiano usando
datos genotipicos de marcadores no ligados. Una de las aplicaciones consiste en
demostrar la presencia de una estructura poblacional, identificando distintas
subpoblaciones genéticas asignando individuos a subpoblaciones (Figura 4). Para este
proposito, se asume un modelo en el cual existen K poblaciones, cada uno de los cuales
es caracterizado por un set de frecuencias alélicas en cada locus. Los individuos son
asignados probabilisticamente en la poblacién al cual presentan mayor posibilidad de
pertenencia que dentro de los grupos generados los loci estén en equilibrio Hardy-
Weinberg y equilibrio de ligamiento. Usando en el analisis de estructura el modelo puede
asumir que la poblacion i ha heredado una fraccidon de su genoma del grupo K.

Como se observa la Figura 4, los grupos generados coinciden con el dendrograma en el
cual se observa una diferenciacion clara entre las poblaciones de Colombia con cuatro
grupos y México con dos grupos.

Colombia México

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Figura 4. Estructura genética de las colectas realizadas en Colombia y México.

K=9 1:1EEC; 2: 268EPO; 3: 1416EPO; 4: 1EPO, 5: 2583EEC, 6: 2388EEC, 7: 953EEC; 8: 1250EVRC; 9: 1716EVRC;
10: 225ESB; 11: 2785ESB; 12: 2529ESB; 13: 1CAQ; 14: 2CAQ; 15: 3CAQ, 16: 1BOY; 17: 3700EBM; 18: 1ESB; 19:
1EVRC, 20; 2ESB, 21: 1-1EEC; 22: 1EEC-UNAL, 23: 1ESB-Carr, 24: 1250EVRC, 25: 1EEC-SENA, 26: 1MICH; 27:
2MICH; 28: 3MICH; 29: 1JAL; 30: 4MICH; 31: 2JAL; 32: H. Longipes

Composicion quimica y caracteristicas morfolégicas
Al evaluar los valores maximos y minimos, coeficientes de variacion y desviaciones

estandar, se observa gran variacion entre colectas para las medidas tomadas. Los
parametros morfoldgicos (Tabla 4) que presentaron diferencias fueron: peso total de la

59



UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

Facultad de Ciencias Agrarias

planta (p<0.0001), peso de las hojas (p<0.0001), peso de los tallos (p<0.0001), niumero
de ramas (p<0.0032), peso de las ramas (p=0.013), hojas por rama (p=0.0.014) y area
foliar (p=0.006); y las caracteristicas: numero de hojas (p=0.062), altura de planta
(p=0.119), diametro de los tallos (p=0.121) y la relacion hojas tallos (p=0.066), no
mostraron diferencias. En la Figura 5 se muestra la relacién de las variables quimicas y
morfolégicas con cada una de las colectas.

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de T. diversifolia colectados en Colombia

Peso hojas Peso tallos Hojas Tallos Peso planta Dim. tallo Relacién H:T Area hoja

g g # # cm mm cm?
Promedio 803.2 1353.9 404.2 26.8 139.5 11.9 0.72 178.5
Max 1798.2 3663.0 1281.0 96.8 253.8 16.1 1.40 286.2

Min 249.0 194.0 122.6 52 61.2 6.7 0.40 96.1
Coef. de var. (%) 45.3% 63.2% 92.0% 78.1% 33.1% 22.5% 38.1% 34.7%

En las variables morfolégicas evaluadas, los dos primeros componentes del ACP
representaron el 77.3% de la variabilidad total. El primer componente, representé el
47.07% de la variabilidad y las caracteristicas con mayor contribucién fueron diametro del
tallo (23.68%), peso de los tallos (20.37%), relacion hoja/tallo (20.27%) y altura de la
planta (17.08%); en el segundo componente, que representd el 29.7% de la variabilidad,
las caracteristicas con mayor contribucion fueron el nimero de hojas (33.81%), numero
de ramas (31.11%) y el area foliar (18.02%) (Figura 5). En las evaluaciones quimicas, los
tres primeros componentes representaron una alta variabilidad (76.41%). En el primer
componente que representd el 41.11%, las variables cenizas (16.45%), PC (15.75%) y
fésforo (13.88%) fueron las de mayor contribucion; en el componente 2 (22.15%) las
variables FDN y FDA fueron las de mayor contribucion y en el tercer componente las
variables de mayor contribucion fueron ELN y Zinc.

1BOY
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Figura 5. Analisis de componentes principales de las caracteristicas evaluadas: A) caracteristicas
quimicas (lzquierda); B) caracteristicas morfolégicas (Derecha), de las colectas de T. diversifolia
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Las colectas de la EEC tuvieron mayor peso de las plantas, peso total de las hojas y peso
de los tallos describiendo valores de 3453.1, 1237.3 y 2215.8 g en promedio,
respectivamente (p< 0.0001). Por otro lado, las plantas de la ESB y EEC mostraron mayor
numero de hojas (696.1 y 428, respectivamente) y las plantas de las regiones que
presentaron menores valores para este parametro fueron las de CAQ y EPO con valores
en promedio de 271.5 y 170.7 hojas, respectivamente (p <0.0001). Con relacién al
numero de ramas por planta, las colectadas en la ESB (39.3) fueron las de mayor nimero
al igual que las de la CAQ (30.7). Finalmente, las plantas de las regiones EPO (252.9
cm?)y EEC (220.3 cm?) fueron las que tuvieron mayor area foliar y las de menores valores
fueron las de ESB y EVRC con 125.8 y 122.5 cm?, respectivamente.

Tabla 5. Composicion quimica de T. diversifolia colectados en Colombia

MS Cen EE FDA FDN PC ELN P Ca Fe Zn
% ppm
Promedio 16.38  15.40 1.57 4499 46.82 29.34 24.01 0.63 243 136.8  120.0
Max 18.20 20.90 3.46 5890 7230 36.10 47.00 0.85 5.00 359.0 185.0
Min 13.10  11.00 1.02 29.50 14.80 25.10 5.90 0.39 1.02 28.0 65.0

Coef.devar. (%) 9.2 211 42.2 21.0 26.7 1.2 53.3 213 37.1 52.6 28.6

MS: materia seca; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; FDA: fibra en detergente acida; FDN: fibra en
detergente neutra; PC: proteina cruda; ELN: extracto libre de nitrdgeno P: fosforos; Ca: calcio; Fe: hierro;
Zn: Zinc; ppm: partes por millon.

En cuanto a la composicidon quimica (Tabla 5), segun los coeficientes de variacion
encontrados para las fracciones analizadas, Cen, EE, Ca y Zn fueron los parametros de
mayor dispersién. Se identificé que los materiales de la EVRC tuvieron mayor cantidad
de proteina cruda en sus hojas (34.5%), en cuanto a FDN y FDA no se encontraron
diferencias entre las plantas de las diferentes zonas debido a su gran dispersion y para
Ca y P los materiales de CAQ fueron los que presentaron los valores mas bajos (1.7 y
0.4%, respectivamente).

Discusion

Hasta ahora, la mayor parte de los estudios sobre T. diversifolia orientados hacia la
alimentacion animal, se han centrado en la evaluacion de campo y el analisis de rasgos
fenotipicos (Ruiz et al., 2013; Mauricio et al., 2017), razén por la cual los resultados
obtenidos en este estudio tienen implicaciones en la generacion de nuevo conocimiento
para esta especie y para la implementacion de futuros programas de seleccion y
mejoramiento orientados hacia la alimentacion animal.

La diversidad genética mediante el uso de marcadores ISSR y del P450 gen fue
adecuada para el analisis de diversidad genética y estructura debido a que logré
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discriminar de buena forma los genotipos evaluados (Pradeep et al., 2002). Este ultimo
marcador es empleado por primera vez para esta especie por lo que se abre una nueva
estrategia de analisis. La estructura genética mostré claramente la existencia de grupos
homogéneos que pueden ser empleados como un criterio de seleccion de materiales con
fines de mejoramiento y adaptacion a cada condicion edafoclimatica. Estudios anteriores
han mostrado que T. diversifolia cuenta con gran diversidad fenotipica, variabilidad que
ha favorecido su productividad, composicion nutricional y adaptabilidad a diferentes
condiciones de produccion (Yang et al., 2012; Luo et al., 2016). Estos aspectos han sido
evaluados por autores como Ruiz et al. (2010) y Holguin et al. (2015), los cuales
identificaron que esta especie puede variar considerablemente en su capacidad de
rebrote, desempefio agronémico y composicién quimica.

Diversidad genética

El analisis de agrupamiento UPGMA (Figura 3), separé significativa los materiales de
México y Colombia, observandose muestras similares sélo a nivel de region. Por ejemplo,
las muestras como de MICH, CAQ y JAL resultaron homogéneas entre si, pero distantes
a las demas colectas, y los origenes de regiones como EEC, EVRC y ESB estuvieron
distribuidos en los diferentes grupos de Colombia. A un indice de disimilitud de 0.6 se
lograron establecer 6 grupos. Es importante destacar, que la técnica empleada en este
estudio mostré un alto grado de polimorfismo y sensibilidad para la discriminacion de
origenes. Ademas, segun indice de Hubert se formarian cuatro grupos a un corte de
disimilitud de 0.8.

En estudios realizados en México, Del Val et al. (2017) evaluaron 20 materiales con
propositos alimenticios provenientes de ocho localidades, obtuvieron en total 157 bandas
de las cuales 33 fueron monomorficas y 124 polimérficas, lo que indica un 79% de
polimorfismo. El tamafio de los fragmentos de DNA producto de la PCR varié de 170
hasta 1,450 pb, y se encontrd gran variabilidad entre los origenes estudiados. Tal es asi
que en el dendrograma realizado con el coeficiente de Dice y mediante el método de
clasificacion de UPGMA no se encontré una relacion significativa entre 10 muestras y
solo dos resultaron similares (a un nivel de similitud de 1.47 se observaron 2 grupos).
Por otro lado, Yang et al. (2012) encontraron gran variabilidad genética en colectas de
esta especie obtenidas en cuatro regiones de China y dos de Laos. En esta investigacion,
los valores medios de Nei de diversidad genética (H) y el indice de Shannon de diversidad
(I) fueron 0.2937 y 0.4314, respectivamente, y se observd un 84.62% de polimorfismo
demostrando amplia diversidad en materiales de T. diversifolia y confiriéndole gran
adaptacion a diversos ambientes.

Los materiales de Caqueta evaluados en este estudio, por ejemplo, formaron un grupo
homogéneo (color amarillo) a excepcion del material 3CAQ, el cual muestra un grado de
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semejanza cercado al 33% con relacién al grupo de color morado. Asi mismo los origenes
1-1EEC, 1EEC-UNAL, 1ESB-Carr, 1250EVRC y 1EEC-SENA (color verde azul) se
agruparon, los cuales son colectas silvestres a borde de carretera tomadas en diferentes
zonas de Colombia. Es importante destacar que los materiales de México se agruparon
homogéneamente en dos grupos, especialmente los provenientes de Michoacan (color
aguamarina), ya que 2JAL-Mex presenta cierto grado de hibridacion o de cruzamiento
dentro del grupo de Jalisco incluyendo un origen de Michoacan (color café), evidenciando
cruzamiento de materiales entre estas zonas.

Finalmente, el grupo genético mas grande estuvo conformado por 17 colectas (color
morado); este grupo estuvo conformado por materiales de origenes EEC, EPO, EVRC y
ESB. Dentro de este grupo se presentaron tres materiales con un grado de cruzamiento
importante pero muy similar entre ellos, observandose el traslado de materiales entre
regiones (2583EEC, 2388EEC y 953EEC). Este estudio mostré una relacion significativa
entre las colectas de diferentes regiones a nivel de pais. Ademas, se identificaron
poblaciones muy homogéneas y con un perfil genético diferente al de otras poblaciones,
demostrando gran diversidad en la especie T. diversifolia.

Composicion bromatoldgica y morfolégica

T. diversifolia se ha utilizado a través de experimentos como forraje de alta calidad que
puede reemplazar concentrados en rumiantes o incrementar la produccion animal cuando
es ofrecido en dietas basadas en pasturas tropicales (Ramirez-Rivera et al., 2010; Ribeiro
et al., 2016). En todos los casos encontrados en este estudio, se lograron observar altos
porcentajes de PC en las hojas (> 25%), bajos contenidos de fibra (FDA y FDA) y
aceptables contenidos de minerales. Los resultados de este estudio son acordes a lo
reportado por investigadores como La O et al. (2009), Ribeiro et al. (2016) y Mauricio et
al. (2017).

Para PC, valores expresados como porcentaje de la materia seca (MS), son tan altos
como los observados en algunas leguminosas tropicales como Stylosanthes guianensis
(18.2 %, Morgado et al., 2009), Arachis pintoi (19.7%, Khan et al., 2013) y Gliricidia
sepium (18.23%, Silva et al., 2017), y son superiores a los observados en la mayoria de
las gramineas tropicales, como Urochloa brizantha (9.3%, Ribeiro et al., 2017), Cynodon
plectostachyus (9.23%, Montoya et al., 2017) y Megathyrsus maximus (9.3%, Carvalho
et al., 2017). Ademas, FDN y FDA fueron menores que los valores comunes observados
para forrajes tropicales (Souza et al., 2007), aspecto que no limita el consumo voluntario,
la degradabilidad de los nutrientes y su adecuado aprovechamiento por parte de los
animales.

Esta planta ofrece altas contenidos de nitrégeno debido a que puede establecer simbiosis
asociativas con una amplia variedad de especies fijadoras de N que colonizan la
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superficie radicular de plantas no leguminosas (Reinhold- Hurek y Hurek, 2011). Entre
estos, se han identificado los enddfitos fijadores de N y organismos diazotrofos libres
(Baldani y Baldani, 2005), los cuales, por sus caracteristicas podrian ser los causantes
de las altas cantidades de N en especies como T. diversifolia. Estas asociaciones
igualmente pueden favorecer factores de crecimiento en las plantas, ayudando a un
mayor desarrollo de los sistemas radiculares, mayor absorcion de nutrientes y mayor
capacidad de contrarrestar enfermedades (Santi et al, 2013). Los valores de N
tradicionalmente reportados en T. diversifolia coinciden con lo encontrado en esta
evaluacion (>25% de PC).

La composicion quimica de T. diversifolia observada en este estudio pueden ser la causa
de que su consumo incremente la produccion animal o mejore la eficiencia de los
sistemas. Por ejemplo, Ribeiro et al. (2016), evaluaron los efectos de la sustitucion de la
cafia de azucar fresca y concentrados por T. diversifolia (0, 6, 4, 15%) en vacas lactantes,
reportando que es posible reemplazar la cana de azucar (20% de la MS) y concentrado
(11.2% de MS) sin ningun cambio en la ingesta total (18.7 kg MS/dia), rendimiento de
leche (22.9 kg/dia) y su composicion. Ademas, la inclusién de T. diversifolia no afecta
negativamente a los parametros de glucosa, urea, triglicéridos, colesterol, acidos grasos
no esterificados y B-hidroxibutirato.

De igual forma en Colombia, Rivera et al. (2015a) al comparar un sistema de monocultivo
de U. brizantha y un sistema con T. diversifolia (4000 arbustos/ha), encontraron que con
este ultimo se incrementd la produccion de leche (Kg/vaca/dia o Kg/ha/dia), los sdlidos
no grasos (kg/vaca/dia o kg/ha/dia) y los sdlidos totales (kg/vaca/dia o kg/ha/dia). La
produccion diaria de leche por vaca con T. diversifolia fue de 4.92 kg, 7% mas que el
sistema con U. brizantha. Ademas, la capacidad de carga aumenté 32%, se
incrementaron los ingresos al agricultor en un 25% y también se alcanzaron beneficios
para la industria lechera, ya que hay un mayor volumen de leche con contenido mas alto
de sdlidos y menos estacionalidad en la produccién a lo largo del aino.

En cuanto a caracteristicas morfoldgicas, las variables de mayor peso en el analisis de
componentes principales fueron niumero de tallos, peso de las ramas y diametro del tallo,
razon por la cual estas caracteristicas pueden servir como parametros de seleccion. Para
Ruiz et al. (2010), estas caracteristicas son importantes para determinar el rendimiento
de crecimiento de materiales en especies como T. diversifolia. Segun los valores
encontrados en este estudio, en general, en el germoplasma evaluado existe
probablemente material disponible con potencial para la produccién de biomasa tanto
para zonas altas y frias como para calidas, bajas y con pH acidos.

Segun los valores de peso de las hojas y peso de las ramas encontrados en este estudio,
se puede considerar que T. diversifolia es de alta productividad de biomasa, lo que junto
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con sus cualidades quimicas convierte a T. diversifolia en un arbusto de gran valor
alimenticio para animales (Herrero et al., 2013; Mauricio et al., 2017).

Conclusiones

Se reporta por primera vez la diversidad genética de una coleccion de T. diversifolia
presente en Colombia con la estructura genética de por lo menos cuatro grupos y dos
claramente diferentes en México. Los resultados encontrados evidencian que T.
diversifolia cuenta con un alto potencial para la alimentacién animal bajo diferentes
condiciones ambientales, porque ofrece altos contenido PC (>25%) y minerales como Ca
y P. Ademas, posee bajas concentraciones de FDN y FDA (49 y 46%, respectivamente)
y alta adaptabilidad. De acuerdo con los resultados encontrados esta especie tiene una
amplia diversidad genética en Colombia y México, afectando caracteristicas morfolégicas
y quimicas. Debido a lo anterior, es posible seleccionar materiales con mayor
rendimiento, calidad nutricional para la alimentacion animal y con gran adaptabilidad
edafoclimatica como por ejemplo los materiales de la EEC.

Segun los presentes resultados, se recomienda avanzar en evaluaciones de adaptaciéon
e interaccion genotipo x ambiente donde todos los genotipos sean evaluados bajo las
mismas condiciones y asi identificar aquellos con mayor potencial forrajero para ser
usados en ecosistemas particulares.
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Capitulo 3. Interaccion genotipo ambiente

Los resultados consignados en este segmento corresponden al capitulo 3 de la tesis, y
seran sometidos como articulo cientifico en la revista Agroforestry Systems ISSN: 0167-
4366 (Print) 1572-9680 (Online).

Interaccion genotipo ambiente y estabilidad de ecotipos promisorios de Tithonia
diversifolia (Hemsl.) A. Gray orientados a la produccion animal
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Resumen

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. es una arbustiva con excelentes caracteristicas
forrajeras, que ha demostrado tener amplia diversidad genética y fenotipica. El objetivo
de este estudio fue evaluar bajo condiciones de tropico bajo y alto, siete genotipos
destacados por su potencial para la alimentacién de rumiantes, determinando la
interaccion GxA para la producciéon de MS en tres ambientes, y midiendo algunas
caracteristicas quimicas y morfologicas bajo un disefio de bloques completos al azar. La
interaccion GxA se estudié con los modelos AMMI y SREG, y se incluyeron mediciones
en época seca y de lluvias. Hubo diferencias en la produccion de MS significativas entre
los genotipos (p< 0.05). En el analisis GxA, la interaccion resulté significativa y se
observaron efectos del ambiente sobre la productividad de biomasa (p<0.05). Ademas,
fueron identificados dos genotipos estables y materiales con mayor adaptacion a cada
uno de los ambientes. En los tres sitios, la composicidn quimica de los materiales resulto
adecuada para ser ofrecida a rumiantes, aunque la época tuvo efecto sobre algunas de
estas variables (p<0.05). Es de destacar los altos contenidos de PC (28.89 + 2.66 g/100
g de MS), los bajos contenidos de fibra (30.95 + 0.89 g de FDN/100 g de MS), el buen
aporte de energia bruta (4.21 + 0.055 Mcal’kg de MS) y los altos porcentajes de
degradacion in vitro de la MS (mas del 75%). Se concluye que existen genotipos
superiores de T. diversifolia con la capacidad de tener mejor desempeno productivo y de
adaptacion tanto para fincas de trépico de altura como para aquellas ubicadas en tropico
bajo con suelos de poca fertilidad. Adicionalmente, se destaca que el forraje de esta
especie contiene una alta cantidad de nutrientes aun cuando crece bajo diferentes
condiciones ambientales, razén por la cual T. diversifolia es una excelente alternativa
forrajera para distintos escenarios de produccion.
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Palabras clave: adaptacién edafoclimatica, analisis multivariado, diversidad genética
modelo SREG, oferta de nutrientes, productividad forrajera.

Abstract

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. It is a shrub with excellent forage characteristics,
which has been shown to have wide genetic and phenotypic diversity. The objective of
this study was to evaluate, under lowland and highland tropical conditions, seven
genotypes noted for their potential for feeding ruminants, determining the GxE interaction
for DM production in three environments, and measuring some chemical and
morphological characteristics under a randomized full block design. The GxE interaction
was studied with the AMMI and SREG models and included measurements in the dry and
rainy season. There were significant differences in DM production between genotypes (p
<0.05). In the GxE analysis, the interaction was significant and effects of the environment
on biomass productivity were observed (p <0.05). In addition, two stable genotypes and
some with greater adaptation to each of the environments were identified. In the three
sites, the chemical composition of the materials was adequate to be offered to ruminants,
although the season had effect on some of these variables (p <0.05). It is worth noting the
high content of PC (28.89 + 2.66 g/100 g of DM), the low fiber content (30.95 + 0.89 g of
NDF/100 g of DM), the good contribution of gross energy (4.21 + 0.055 Mcal/ kg DM) and
the high percentages of in vitro DM degradation (more than 75%). It is concluded that
there are superior genotypes of T. diversifolia with the ability to have a better productive
and adaptive performance both for highland tropical farms and for those located in the
lowland tropics with low fertility soils. Additionally, it is highlighted that the forage of this
species contains a high quantity of nutrients even when it is grown under different
environmental conditions, which is why T. diversifolia is an excellent forage alternative for
different production scenarios.

Keywords: Genetic diversity, edaphoclimatic adaptation, forage productivity, multivariate
analysis, nutrient supply, SREG model.

Introduccion

La identificacion y evaluacion de diferentes genotipos en especies forrajeras, debe ser el
punto de partida para seleccionar aquellos que tengan mayor numero de caracteristicas
deseables (Ruiz et al., 2013; Holguin et al., 2015). Actualmente es necesario adelantar
evaluaciones con el objetivo de identificar germoplasma élite de especies adaptadas a
condiciones marginales como son los suelos acidos y de baja calidad de los tropicos y
subtrépicos a fin de contribuir al mejoramiento de la produccién animal en el tropico
(Calsavara et al., 2016).
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En la seleccién de forrajeras, la determinacion de la influencia de factores ambientales
en la calidad y sus posibles interacciones con los genotipos de interés debe ser la base
para identificar fuentes nutricionales mas eficientes y econémicas para fortalecer los
sistemas agropecuarios (Schultze-Kraft et al., 2018). Durante los ultimos anos los
modelos AMMI (Additive main effects and multiplicative interaction) y SREG (Biplot
method using sites regression) han sido herramientas utiles para determinar la interaccién
genotipo ambiente en cultivos agricolas (Bhartiya et al., 2017; Carter et al., 2018). Estos
modelos incluyen un analisis de varianza y otro de componentes principales (ACP),
donde el analisis de varianza permite estudiar los efectos principales de los genotipos y
ambientes y el de CP la interaccién GxA la cual es tratada de forma multivariada para su
interpretacion de forma grafica (Alejos et al., 2006).

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. cuenta con excelentes caracteristicas forrajeras
bajo diferentes ambientes, aunque también ha mostrado una amplia variedad fenotipica,
la cual posibilita la identificacion de genotipos destacados capaces de lograr una mayor
productividad (Ruiz et al., 2013; Holguin et al., 2015; Ruiz et al., 2016; Rivera et al., 2019).
Esta especie, se ha estudiado en distintas condiciones edafoclimaticas, siendo evidente
un alto grado de diversidad genética, y de variabilidad en sus propiedades agronémicas,
contenido de nutrientes y adaptabilidad (Ruiz et al., 2013; Holguin et al., 2016; Luo et al.,
2016; Rivera et al., 2019).

Con el objetivo de identificar genotipos de T. diversifolia estables y de mayor potencial
para la alimentacion animal tanto en condiciones de tropico bajo como alto, en este
estudio se evalud la interaccion genotipo x ambiente de materiales colectados en
diferentes lugares de Colombia por medio de modelos multivariados.

Materiales y métodos

Identificacion de genotipos

Para llevar a cabo el presente estudio, se seleccionaron siete genotipos de T. diversifolia
a partir de resultados previos (Capitulo 2). Se us6 el analisis de agrupamiento UPGMA
(unweighted pair-group method) basado en el indice de disimilitud de Dice y el indice de
potencial forrajero ponderado (IPFP), el cual relaciona caracteristicas de interés de las
colectas en un analisis de componentes principales (ACP), para comparar e identificar
materiales con mayor potencial forrajero (Holguin et al., 2015). El modelo matematico
usado para determinar el IPFP se muestra en la ecuacién 1:

n X. . _ X .
Z F (1) ( i (Lntsrzi) (l))

Ecuacion 1. indice de potencial forrajero ponderado (IPFP)
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Donde:

Xi (intr): promedio de la i-ésima caracteristica para la introduccion int. Con i: 1,2,...k caracteristicas.

X(i); promedio general de la caracteristica i-ésima considerando todas las introducciones

S (i): desviacion estandar general de la caracteristica i-€sima considerando todas las introducciones.

F (1): Factor de ponderacion determinado con base al peso de las comunalidades constituidas con la matriz
de correlaciones de las variables originales segun el ACP.

Si bien con el agrupamiento UPGMA construido en el capitulo 2 se obtuvieron cuatro
grupos a un corte en 0.8 de disimilitud segun el indice de Hubert, para este trabajo se
us6 una disimilitud de 0.4 con el fin de incluir un mayor nimero de materiales en el
estudio. Dentro de cada uno de los grupos formados a un corte de 0.4, se asumié similitud
genética y con base en el mayor IPFP al interior de cada conjunto fueron seleccionados
los genotipos a evaluar. Para el ACP se utilizaron las librerias “devtools” y “FactoMineR’
de la herramienta R-Studio Versién 1.1.447 (R Core Team, 2019).

Localizacidn de parcelas experimentales

El estudio fue realizado en dos sitios y bajo tres condiciones ambientales (Ambiente 1:
Trépico bajo sin fertilizacion — REG1; Ambiente 2: Trépico bajo con fertilizacion —
REG1Fert; Ambiente 3: Trépico alto sin Fertilizaciéon — REG2). Para la selecciéon de los
sitios, se utilizaron los criterios de representatividad edafoclimatica del lugar y la
potencialidad de crecimiento de T. diversifolia (precipitacion, temperatura, radiacion solar,
suelo y vocacion ganadera).

Bogota
e

Villavicencio
‘ (]

Colombia

Figura 1. Localizacion de los sitios de trabajo
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Las parcelas experimentales correspondientes a los Ambientes 1y 2 fueron establecidas
en el Predio El Porvenir (3°47'21.43"N, 73°49'15.93"0), localizado en el municipio de San
Luis de Cubarral (Meta, Colombia) a 530 msnm, con una precipitacion media anual de
4100 mm, una temperatura promedio de 24.8 °C y bajo la zona de vida de bosque humedo
tropical (bh-T) (Holdridge, 1986). Las parcelas del Ambiente 3 se establecieron en el
predio Los Alpes, municipio de Villamaria (Caldas, Colombia), (5°0'44.92"N,
75°25'47.28"0), a una altitud de 2300 msnm, con una temperatura media de 15 °C y una
precipitacion anual de 2850 mm afo, lo que corresponde con un bosque humedo
montano bajo (bmh-MB) (Holdridge, 1986).

Establecimiento de parcelas experimentales

Para cada uno de los tres ambientes se establecieron parcelas experimentales con los
siete genotipos identificados. Las plantas usadas se propagaron en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Catdlica de Oriente (Rionegro, Antioquia-
Colombia) a partir de una reproduccién clonar por explantes con el fin de asegurar
homogeneidad genética. Cada una de las parcelas de 30.35 m? estuvo conformada por
36 plantas sembradas a una distancia tanto entre plantas como entre surcos de 0.8 m.
A nivel de sitio, todas las parcelas estuvieron bajo los mismos manejos agronomicos y
actividades de siembra. En San Luis de Cubarral fueron evaluadas parcelas sin y con un
nivel de fertilizacion acorde a la extraccion de nutrientes previamente reportado para
plantas de T. diversifolia (Botero, 2017) (Ambiente 2). Segun este autor, plantas de T.
diversifolia de 40 dias extraen 8.26 g de nitrdgeno, 4.3 g de potasio y 1.07 g de fosforo.
Esta cantidad de nutrientes fue aplicada fertilizando con urea (46% de N), fosfato de
amonico (DAP) ((NH4)2HPOQO4) (46% de P20s, 18% de N)) y cloruro de potasio (KCI, K20
del 60 al 63% y Cl del 45 al 47%) a razén de16.22, 2.15 y 4.89 g/planta de urea, DAP y
KCL, respectivamente.

Analisis de suelos

Las variables quimicas y fisicas medidas en el suelo fueron: pH, Conductividad eléctrica
(C.E.) (dS/m), Densidad aparente (g/cc), Carbono organico (%), Materia organica (%),
Textura, Potasio intercambiable (mg/kg), Calcio intercambiable (mg/kg), Magnesio
intercambiable (mg/kg), Sodio intercambiable (mg/kg), Acidez intercambiable (mg/kg),
Hierro (mg/kg), Manganeso (mg/kg), Cobre (mg/kg), Zinc (mg/kg), Boro (mg/kg), Fésforo
(mg/kg), Azufre (mg/kg) y Capacidad de intercambio cationico (C.I.C.E.) (meqg/100g).

Medicion de condiciones ambientales

Durante todo el periodo de muestreo las variables precipitaciéon (mm), temperatura (°C),
humedad (%), radiacion solar (W/m?), punto de rocio (°C), velocidad del viento (m/s) e
indice THSW (Sensacion térmica a causa del viento, la humedad relativa, la irradiancia
(radiacion solar instantanea) y la temperatura °C) fueron monitoreadas por medio de una
estacion meteoroldgica Vantage Pro 2™ (Davis ®).
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Variables morfolégicas y quimicas

Las variables agrondmicas y morfolégicas evaluadas fueron: (1) altura de la planta
(Altplan, cm), (2) expansion lateral (ExLat, cm), (3) diametro de los tallos (DiamT, mm),
(4) numero de hojas verdes (HojV, n), (5) hojas marchitas (HojM, n ) y (6) hojas muertas
por planta (HojMue, n ), (7) relacién hoja tallo (RHT), (8) numero de ramas (R, n ), (9)
area de la hoja (ArH, cm?), (10) peso de las hojas verdes ( PHojV, g), (11) marchitas
(PHojM, g) y (12) muertas por planta (PHojMue, g), (13) peso de los tallos (PesT, g), (14)
forraje verde por planta (ForrV, g), (15) materia seca por planta (MS, g), (16)
supervivencia (Sup, %), (17) area del dosel (ArD, cm?), (18) altura a la primera hoja
(AItPH, cm) y (19) presencia de plagas o enfermedades.

Las mediciones de altura del dosel, expansion lateral y altura de la primera hoja se
hicieron por medio de una cinta métrica a partir de la base del tallo principal de cada
planta. Para medir el diametro de tallo se utilizdé un Vernier y el numero de hojas verdes,
marchitas y muertas por planta se midi6 mediante conteo manual de cada una de ellas.
El area del dosel se determin6 con base en la ecuacion del area de un circulo tomando
la medida de dos diametros perpendiculares del dosel y cada uno dividiéndolo entre 2
para luego ser usados en la ecuacion 2.

A =1 (D1/2* D2/2)

Ecuacion 2. Area de una circunferencia

Donde, D es el diametro y 1: 3.14159.

Para determinar el area foliar se tomaron diez hojas al azar de cada planta, las cuales
fueron fotografiadas y analizadas en el software ImageJ® 1.47v. El peso de las hojas
verdes, marchitas y muertas por planta, asi como el peso de los tallos y forraje verde
fueron determinados a nivel de campo mediante una balanza electrénica ES-PS01 Dr.
Meter con una exactitud de 5 g. El contenido materia seca (MS) se determin6 en
laboratorio en una estufa de aire forzado a 60 °C. La presencia de plagas se califico en
cada una de las parcelas al observar durante un minuto la presencia de plagas con
evidente dano en el material vegetal. En caso de haber presencia de plagas se calificaron
los dafios de 1 a 3, siendo 1 dafio bajo y 3 dano grave. También se buscé identificar el
organismo causal, es decir si el dafo fue hecho por un cortador, chupador o por hongos.
Los danos fueron definidos asi: 1: 1 a 10% de dano; 2: de 11 al 30% y 3: >31%. Estos
porcentajes fueron establecidos a partir del niumero de hojas afectadas en las cinco
plantas evaluadas.

Finalmente, las valoraciones quimicas y nutricionales estuvieron alrededor de las
fracciones: (1) contenido de humedad y otras materias volatiles (MS, g/100 de MS), (2)
proteina cruda (PC g/100 de MS), (3) Cenizas (Cen g/100 de MS), (4) extracto etéreo (EE

75



-2 UNIVERSIDAD
/: DE ANTIOQUIA

Facultad de Ciencias Agrarias

g/100 de MS), (5) fibra en detergente neutra (FDN g/100 de MS), (6) fibra en detergente
acida (FDN g/100 de MS), (7) Calcio (Ca g/100 de MS), (8) Fosforo (P g/100 de MS), (10)
total de nutrientes digestibles (NDT g/100 de MS), (11) digestibilidad de la MS (Dig g/100
de MS), (12) energia bruta (EB, Mcal/kg de MS) y (13) energia neta de lactancia (Enl,
Mcal/kg de MS). Estas variables fueron determinadas en el laboratorio de Nutricion
Animal de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) por
medio de espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS) utilizando las ecuaciones
generadas para recursos forrajes del trépico colombiano (Ariza-Nieto, et al., 2018) y el
porcentaje Ca y P se determind por espectrofotometria AA y UV- VIS basado en NTC
5151 (2003) y 4981 (2001), respectivamente. Estas variables fueron determinadas una
vez durante la época de lluvias y otra vez durante la de sequia.

Las variables morfolégicas se midieron durante cuatro cortes en cinco plantas por
parcela. Para el predio Los Alpes, tropico de altura, los cortes se realizaron cada 60 dias
y en el predio El Porvenir cada 40 dias. Los periodos de corte se establecieron con base
en los tiempos habitualmente usados para el pastoreo de las gramineas usadas en cada
zona.

Interaccion genotipo ambiente, disefio experimental y analisis de la informacion

Para el analisis de las variables de productividad y de contenido de nutrientes a nivel de
sitio se uso6 un disefo de bloques completos al azar. EI modelo matematico se presenta
en la ecuacion 3.

yKklj =p+ak+yl +EKI+EKI+Bj+oklj

Ecuacion 3. Modelo general de un disefo de bloques completos al azar

Donde:

yklj = Observacion en la unidad experimental de la variable a evaluar; y = es la media del efecto general;
ak = efecto del factor k (materiales colectados 1, 2, 3...7); yl = efecto del factor | (nivel de fertilizacion 1,2...);
Bj = efecto del bloque j; ¢kl = interaccion de los dos factores; oklj = valor aleatorio, error experimental de la
unidad experimental lkj.

Para el analisis de la interaccion genotipo ambiente (GxA), se utilizaron dos métodos no
paramétricos: el analisis tipo AMMI (por sus siglas en inglés Additive main effects and
multiplicative interaction) (Mandel, 1971), y el analisis SREG (analisis de regresion de
sitios) (Yan et al., 2000), ademas de graficas Biplot. La estabilidad de los materiales a
través de los tres ambientes se midié usando el indice de estabilidad de la varianza de
Shukla (Kang, 1993).

La expresion matematica del analisis AMMI es la siguiente:
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p
Yl.j :,u+gl.+ej+Zikyikajk+eij

k=1
Ecuacion 4. Expresion matematica del analisis AMMI

Donde:

Y;j : Es la respuesta media de un genotipo i en un ambiente j; [ . Es la media general de las observaciones

(Su estimacion se hace por medio de ,& = Y,, ), &;: Es el efecto del genotipo i (Desvio respecto al

promedio general del genotipo i, y se estima a través de éi = 171., -Y.); e . Esel efecto del ambiente j
(Desvio respecto al promedio general del ambiente j, y se estima por medio de é]. = }7.J. - I7 ); ik . Esel

valor propio del eje k de componentes principales; ;. . Son los vectores propios unitarios genotipicos

asociados a Ag; Oy - Son los vectores propios unitarios ambientales asociados a A; € Error del genotipo

i en el ambiente j; P :Numero de ejes de componentes principales considerados en el modelo AMMI.

En cuanto al modelo SREG, este fue construido utilizando el modelo basico:
Yij—u-Ej=Gi+ GEjj

Ecuacion 5. Expresion basica de un modelo SREG

En la ecuacién 5, el conjunto de datos de rendimiento bidireccional que comprende los
genotipos (Gi) y los ambientes (Ej) se sometidé a una descomposicion de valor singular
(DVS) para generar un analisis de componentes principales (ACP) junto con los valores
de vectores propios de genotipos y ambientes. Utilizando los valores singulares del ACP
y los valores de vectores propios de genotipos y ambientes, se usoé el siguiente modelo:

Yij- p - Ej = MEMAN1 + A2Ei2n2) + eif

Ecuacion 6. Expresion matematica de un modelo SREG con los valores singulares del
ACP y los valores de vectores propios de genotipos y ambientes.

El modelo SREG esta dado por:

p
Yij =H,; +Zﬂkyikajk +é;
=1

Ecuacion 7 Expresion basica de un modelo SREG

Donde:
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Y;.j - Es la respuesta media de un genotipo i en un ambiente j; /; . Media del ambiente j para todos los
genotipos y en este modelo se estima por medio de ,&j = 17”.; /1k . Es el valor propio del eje k de
componentes principales; ;. - Son los vectores propios unitarios genotipicos asociados a Ag; O - Son los

vectores propios unitarios ambientales asociados a A; &t Error del genotipo i en el ambiente j; P -

Numero de ejes de componentes principales considerados en el modelo SREG.

Todos los analisis fueron realizados en la herramienta RStudio usando las librerias “gge”,
“ggbiplot’, “plantbreeding” “GGEBIiplotGUI” y “agricolae” (R Core Team, 2019). Para los
analisis a nivel de sitio se evalu6 la normalidad, homogeneidad de la varianza y la
aditividad. Ademas, cuando fue identificada diferencia entre las medias se utilizé la
prueba de contraste de Tukey con un nivel de significancia de 0.05. Finalmente, cuando
los grupos de datos no cumplieron con las condiciones para un analisis paramétrico, fue
usada la prueba de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos.

Resultados

Identificacion de genotipos

De acuerdo con el agrupamiento UPGMA y a la determinacion del IPFP, los genotipos
seleccionados en cada uno de los clusteres fueron: 1EPO (GEN1), 1CAQ (GEN2),
1250RVC (GEN3), 953EJC (GEN4), 225ESB (GENS), 2785ESB (GENG6) y 2583EEC
(GENY). Para calcular el IPFP se utilizaron las variables peso de las hojas, peso de los
tallos, numero de ramas por planta, altura de la planta, area foliar, proteina cruda, fibra
en detergente neutra, fibra en detergente acida y porcentaje de supervivencia. Enla Tabla
1 se presentan los IPFP de cada uno de materiales seleccionados.

Tabla 1. Valores del indice de potencial forrajero ponderado (IPFP) de los genotipos
seleccionados.

Genotipo Valor IPFP
1EPO (GEN1) 0.4812
1CAQ (GEN2) 0.8237

1250RVC (GEN3) -0.2940
953EJC (GEN4) 2.4368
225ESB (GENS5) 2.5490
2785ESB (GENG) 1.5745
2583EEC (GEN?7) 6.6441

Analisis de suelos

Las caracteristicas quimicas y fisicas de los suelos donde fueron establecidas las
parcelas experimentales de ambas regiones se presentan en la Tabla 2. De acuerdo con
los analisis, los suelos corresponden a suelos acidos con diferente fertilidad.
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Tabla 2. Variables quimicas y fisicas de los suelos donde fueron establecidas las parcelas
experimentales en ambas regiones

item REG1 (Meta) REG2 (Caldas)

Bloque1 Bloque2 Bloque3 Bloque1 Bloque2 Bloque3
pH 4.71 4.7 4.67 5.54 5.39 5.43
C.E (dS/m) 0.07 0.06 0.06 0.18 0.17 0.15
Densidad aparente (g/cc) 1.51 1.46 1.44 0.98 0.98 1
Carbono organico (%) 1.02 0.88 0.62 4.7 4.81 4.7
Materia organica (%) 1.76 1.52 1.07 8.1 8.28 8.1
Arena (%) 68 60 50 34 36 42
Limo (%) 12 16 18 46 44 38
Arcilla (%) 20 24 32 20 20 20

Fanco - Fanco - Fanco -

Arcillo - Arcillo - Arcillo - Franco Franco Franco
Textura Arenoso  Arenoso  Arenoso
Potasio intercambiable (mg/kg) 234 234 15.6 89.7 105 50.7
Calcio intercambiable (mg/kg) 274 130 132 510 450 318
Magnesio intercambiable (mg/kg) 24 16.8 18 924 106 58.8
Sodio intercambiable (mg/kg) 23 18.4 16.1 41.4 27.6 29.9
Acidez intercambiable (mg/kg) 218 219 172 52.3 315 40.5
Hierro (mg/kg) 305 358 459 250 234 123
Manganeso (mg/kg) 9.6 6 3.3 25 21 8.6
Cobre (mg/kg) 1 0.75 0.53 3.6 25 2.3
Zinc (mg/kg) 0.7 0.4 0.4 21 21 12
Boro (mg/kg) 0.11 0.17 0.13 0.06 0.07 0.05
Fésforo (mg/kg) 7.6 3.7 5.5 13 12 16
Azufre (mg/kg) 7.8 9.6 3.6 46 18 19
C.L.C.E. (meq/100g) 3.64 3.35 2.82 3.72 3.88 2.78

Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales medidas durante el periodo de evaluacion en las zonas de
trabajo se muestran en las Figuras 2 y 3. Segun los registros obtenidos en el sitio de
experimentacion 1 (REG1 y REG1Fert), la temperatura promedio fue de 25.1 £ 1.3 °C, la
humedad relativa fue 77.8 £ 9.4%, el punto de rocio promedio fue 20.6 + 1.17 °C, la
velocidad del viento fue de 0.68 + 0.2 m/s, el indice THSW promedio fue 27.73 + 1.7 °C,
la radiacion solar 478 + 48.3 W/m? y la precipitacion acumulada fue de 1119 mm.

Los periodos de lluvias y sequia se establecieron a partir de las precipitaciones
observadas durante la evaluacion. En el periodo de lluvias se presentdé una precipitacion
acumulada de 922.6 mm (segunda mitad de la evaluacion) y en la época de sequia fue
de 195.4 mm. Las otras variables no presentaron diferencias considerables como se
observa en la Figura 2.
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Figura 2. Condiciones ambientales presentadas durante el periodo de evaluacién en la Region

(Ambientes 1y 2).

De otro lado, en el sitio de experimentacién 2 (REG2), la temperatura promedio fue de
15.3 £ 0.85 °C, la humedad relativa fue 87.4 + 5.4%, el punto de rocio promedio fue 13.2
+ 0.77 °C, la velocidad del viento fue de 0.42 + 0.13 m/s, el indice THSW promedio fue
15.53 + 1.24 °C, la radiacion solar 249.98 + 40.54 W/m? y la precipitacion acumulada fue

de 905.9 mm.

Durante el periodo de lluvias se presentd una precipitacion acumulada de 673.6 mm
(momentos 1 y 4 de muestreo) y en la época de sequia fue de 232.3 mm. Las otras
variables no presentaron diferencias considerables, como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Condiciones ambientales presentadas durante el periodo de evaluacion en la Region 2
(Ambiente 3).

Composicion quimica y variables agronémicas

Las medidas de las variables morfolégicas y agrondmicas encontradas en los tres
ambientes se presentan en la Tabla 3. El uso de fertilizacion incrementé los valores de
todas las variables evaluadas, también hubo gran variabilidad entre genotipos, ambientes
y épocas. Durante el periodo de evaluacidén solo se presentaron dafios por plagas o
enfermedades a un nivel 1 dado por la presencia de hormiga cortadora (Acromyrmex spp.
y Atta spp.) y no hubo relacién con el genotipo de T. diversifolia.
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Genotipo  Ambiente  AltPlan  ExLat AltPH DiamT HojV PHojVv R PesT HojM PHojM  HojMue PHojMue RHT ArD ArH
Gen1 62.1bc  63.2bcd 111 8.75bc  193.3ab 194.4cd 9.64ab  228.8bc 30.1 18.9 48.3 4.77 0.89 789bcd 46.2c
Gen2 58.3¢c 58.5d 12.6 8.04c 161.1b 171.2d 8.03b 193.1¢c 33.0 26.2 52.6 6.24 0.98 689d 44 .9c
Gen3 63.8bc  65.2bcd 12.2 8.93bc 186.4ab 196.3cd 8.72ab  215.2bc 29.5 25.6 50.1 6.35 0.96 878bcd 54.2abc
Gend Ambiente 1 59.7¢c 61.2cd 13.0 8.43c 190.4ab 161.0cd 8.42ab  193.4nc 30.1 211 68.5 7.01 0.93 745cd 48.7bc
Gen5 75.1ab  74.5ab 141 10.1ab 197.3ab  258.1b 9.75ab 276.6b 35.2 28.3 43.8 4.47 0.96 1135ab 59.4ab
Gen6 66.1bc  70.7abc 12.5 9.99ab 168.6b 218.3bc 8.75ab  248.1bc 36.2 29.4 33.5 415 0.91 1022abc  49.6bc
Gen7 84.5a 80.1a 14.6 10.9a 216.1a  330.1a 11.1a 358.3a 33.5 28.8 47.6 5.01 0.92 1299a 66.2a
p- value <0.001* <0.001* 0.177  <0.001* 0.004* <0.001* 0.013* <0.001* 0.856 0.192 0.422 0.392 0.929 <0.001*  <0.001*
EEM 2.07 1.74 0.38 0.28 6.21 11.33 0.48 11.40 2.09 1.38 6.40 0.69 0.04 47.99 2.95
Efecto época <0.001* 0.008 0.115 0.004 <0.001* <0.001* <0.001* 0.004* <0.001* 0.0102* <0.001* <0.001* <0.001* 0.006* <0.001*
Verano 60.6 70.1 12.2 9.71 212.8 185.3 6.55 264.7 421 28.7 81.3 9.01 0.71 1015 36.73
Lluvias 72.6 64.2 13.4 8.72 159.9 247.7 11.6 221.7 22.6 21.9 17.3 1.84 1.14 844 67.92
Gen1 98.6¢ 83.1b 16.1 11.3b 246.5 369.2b 11.4ab 481.8b 38.4b 39.8ab 711 7.28 0.78 1373b 74.01b
Gen2 97.9¢c 89.8ab 141 11.4b 253.1 418.3b 11.1ab 503.3b 39.7b 38.8ab 56.6 5.69 0.83 1644ab 71.3b
Gen3 90.4c 87.5b 14.6 12.1ab 253.6 368.6b 10.1b 434.3b 35.1b 35.9b 52.7 5.33 0.86 1540b 75.3b
Gend Ambiente 2 92.3c 80.9b 14.6 11.1b 289.6 392.9b 12.6ab 480.2b 38.0b 33.2b 94.2 8.53 0.83 1294b 74.9b
Gen5 117.1ab  90.8ab 17.4 13.2a 2654 509.8ab 12.4ab 640.6ab 45.9ab  43.7ab 68.5 7.14 0.81 1646ab 84.4b
Gen6 103.3bc  87.2b 16.5 12.3ab 2422 4711ab 10.4ab 610.6ab 38.7b 40.7ab 60.8 6.58 0.8 1502b 79.8b
Gen7 122.4a 102.4a 19.1 12.5ab 292.6 600.4a 13.9a 757.3a 55.1a 54.8a 77.7 8.14 0.8 2097a 102.6a
p- value <0.001*  0.002* 0.054 0.002* 0.088 <0.001*  0.023* 0.005* 0.003* 0.009* 0.078 0.081 0.578 0.001* 0.001*
EEM 3.89 1.56 0.48 0.18 7.39 25.71 0.64 34.53 2.50 1.79 8.26 0.78 0.01 57.54 4.80
Efecto época <0.001* 0.227 0.043* 0.029* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.003 <0.001*  <0.001* 0.494 0.365 <0.001*
Verano 82.3 87.9 15.2 11.7 293.1 319.2 8.23 399.4 54.4 45.6 114.3 2.52 0.808 1547 52.8
Lluvias 123.5 90.4 16.9 12.3 232.3 573.5 15.2 715.9 28.8 36.6 23.2 11.4 0.824 1629 107.4
Gen1 75.5d 91.6¢ 16.66d 8.59¢ 128.3d  236.4e 13.84ab  318.51f 21.9b 23.47¢c  19.45bc  1.94bc 0.75a 1554d 69.1c
Gen2 100abc 99.5b 20.7c  10.35ab 145d 411.3¢c 16.3ab  606.4cd 19.6b 26.5bc 16¢ 1.61c 0.68ab 1981bc 84.1a
Gen3 86.2¢c 93bc 23.7abc  9.85b 132.8d  329.5d 12.3b 465.7¢e 19.4b 27.5bc 19.5bc 1.89bc 0.74ab 1742cd 72.3ab
Gen4 Ambiente 3 111a 114.9a 24.9a 10.98a 258.6a 620.8a 18.9a 979.3a 35.3a 44 4a 22.8abc  2.28ab 0.65b 2615a 82.8ab
Gen5 101.5ab 102b 21bc 9.97b 220.8b  430.4c 16.3ab 627.5¢ 25.8b 30.3bc 30.3a 2.83a 0.7ab 2063b 59.8¢
Gen6 95bc 103.4b  22.5abc  9.71b 185.4c 372.4cd 15.2ab 522.1de 22.4b 29.2bc 16.5¢ 1.58¢c 0.72ab 2129b 71bc
Gen7 111.7a 114.6q 24.2ab 10.23ab 243.9ab 535.6b 18.3ab 824.9b 24.2b 30.8b 24 .3ab 2.36ab 0.66ab 2613a 77.9ab
p- value 0.003* 0.007*  <0.001* <0.001* 0.011* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.0105* <0.001* <0.001*
EEM 2.62 1.98 0.66 0.13 8.26 19.35 0.62 32.92 0.98 1.13 0.95 0.08 0.01 76.69 2.01
Efecto época <0.001* <0.001* <0.001* 0.014 0.157 <0.001* <0.001* 0.948 0.484 0.122 0.0736 0.116 <0.001*  <0.001*  <0.001*
Verano 89.1 95.9 19.1 9.74 183.8 395.9 12.7 621.2 24.4 31.2 20.1 2.01 0.65 1822 65.9
Lluvias 104.2 107.9 24.7 10.2 191.9 443.1 18.9 620.1 23.5 29.3 22.5 2.16 0.74 2378 78.9

Altplan (cm): altura de la planta; ExLat (cm): expansion lateral; AltPH (cm) altura a la primera hoja; DiamT (mm): diametro de los tallos; HojV (n):
numero de hojas verdes; PHojV (g): peso de las hojas verdes; R (n): nimero de ramas; PesT (g): peso de los tallos; HojM (n): nimero de hojas
marchitas; PHojM (g): peso de las hojas marchitas; HojMue (n): nimero de hojas muertas; PHojMue (g): peso de las hojas muertas; RHT: relacién
hojas tallos; ArD (cm?): area del dosel; ArH (cm?): area de la hoja. EEM: error estandar de la media, *Letras diferentes en una misma columna
denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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En la Tabla 4 y Tabla 5 se presentan los resultados de las variables quimicas evaluadas
en ambos sitios. En REG1 (Ambientes 1 y 2) no se encontraron diferencias entre los
materiales de T. diversifolia, pero si se presentaron diferencias frente a la pastura testigo
U. brizantha mostrando todos los genotipos mayor oferta de nutrientes que la forrajera
base.

La época tuvo efecto sobre todos los parametros con excepciéon del contenido de FDN y
de EB. Adicionalmente el uso de fertilizante no tuvo efectos en los parametros de extracto
etéreo, cenizas y FDN y hubo interaccién fertilizacion x época en los contenidos de FDN,
FDA, Cay EB.

De otro lado en el ambiente 3 (REG2), existieron diferencias entre materiales y de estos
frente al forraje base C. clandestinus. La PC, EE, FDN, FDA, NTD, Dig y Enl tuvieron
diferencias entre los materiales (p<0.05) pero todos contaron con propiedades fisicas y
quimicas deseables en forrajes para ser ofrecidos en rumiantes. También la época en
este sitio modificd la composicion quimica de los genotipos evaluados (Tabla 4).

é o - « [22] = E c 3 g &
- ;a %: z 2 E ;‘ . @é E ]>§ . E ; o é 38 = H & z i g i o 2 3 2 .
X o o I I I 00 < < uwo =2 0o w < @ < 1 Ca1...“....
RHT 1 @ @ 0000000000 0s
w051 00O veoofl. “+ 00000000
PHojMue 0.55 0.8| 1 O
iMu L L X o0 eeasios 1 @)@ @@ ‘ ® oe
HojMue 0.460.790.98 1 (@) @ o 06
HojM 07078076 1 @@ @ Dig -0.88 -0.85 0.56 1 ..‘.. . 04
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PesT -0.85 0.550.61 0.7 0.820.920.970.970.99 1
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Figura 4. Correlacion de las variables Figura5. Correlacion de las variables quimiéas
agronomicas de los genotipos de T. diversifolia.  de los genotipos de T. diversifolia.

Las Figuras 4 y 5 muestran la relacion tanto entre caracteristicas morfolégicas y quimicas
como entre las variables agrondmicas estudiadas. En términos morfologicos vy
agrondmicos, las variables area de la hoja, area del dosel, relacion hoja tallo, peso de los
tallos y numero de ramas fueron las que presentaron una correlacion significativa y directa
con la produccién de MS.
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y el efecto de la época vy la fertilizacion.
Parametro Genotipo Fertilizacion Epoca U. Genotipo Epoca Fertilizacion  Epoca x EEM
brizantha Fertilizacion
Gen1 Gen2 Gen3 Gen4 Gen5 Gen6 Gen7 No Si_ Lluvias Seca p- value
MS 159 161 157 162 158 159 158 16.3 155 146 17.2 21.7* 0.667 <0.001* <0.001* 0.500 0.208
PC 318 303 315 295 316 310 319 292 330 290 33.1 10.9* 0.388 <0.001* <0.001* 0.522 0.550
Cen 149 146 152 146 151 151 148 148 150 144 15.3 7.9* 0.257 0.003* 0.235 0.393 0.161
EE 205 214 207 225 205 214 195 211 207 148 2.71 1.59* 0.305 <0.001* 0.514 0.280 0.075
FDN 308 313 305 315 316 313 312 309 315 308 31.5 65.3" 0.878 0.115 0.214 0.035* 0.701
FDA 14.7 141 143 132 152 142 146 132 155 124 15.8 48.5* 0.431 <0.001* 0.005* 0.003* 0.713
Ca 214 2.04 207 206 190 213 197 228 1.81 1.84 2.25 0.40* 0.575 <0.001* <0.001* 0.049* 0.049
P 044 046 047 045 049 047 047 044 049 053 0.40 0.19* 0.191 <0.001* 0.004* 0.718 0.010
NDT 748 735 744 732 743 740 746 730 753 752 731 51.7* 0.177 0.003* 0.001* 0.599 0.503
Dig 815 802 812 799 81.0 807 814 796 821 82.1 79.5 57.7* 0.132 <0.001* <0.001* 0.156 0.012
EB 427 424 425 422 425 424 427 421 428 425 4.29 4.09* 0.381 0.707 0.004* 0.031* 0.527
Enl 172 169 171 168 171 170 171 167 173 1.73 1.67 1.14* 0.177 <0.001* <0.001* 0.510 0.010

MS: materia seca; PC: proteina cruda; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; FDN: fibra en detergente neutra; FDA: fibra en detergente acida; Ca: calcio; P: fésforo; NTD: nutrientes
digestibles totales; Dig: digestibilidad; EB: energia bruta; Enl: energia neta de lactancia; EEM: error estandar de la media; *Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia
estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Tabla 5. Composicion quimica (g/100 g de MS; Mcal/kg) de los genotipos de T. diversifolia en REG2 y el efecto de la época.

. Genotipo Epoca C. Genotipo Epoca
Parametro Gen1 Gen2 Gen3 Gen4 Gen5 Genb6 Gen7 Lluvias Seca clandestinus p- value EEM
MS 16.3 16.6 17.3 171 17.3 17.5 17.0 16.7 17.3 18.1* 0.058 0.005* 0.127
PC 27.1ab 28.7a 27.1ab 29.5a 28.9a 25.4b 26.2b 27.5 271 20.9* 0.005* 0.879 0.292
Cen 14.7 151 144 15.1 14.6 15.1 14.4 14.5 15.0 12.1* 0.246 0.029* 0.106
EE 1.84c 2.34a 1.93bc  2.19ab 2.15abc 1.93bc 2.04abc 1.59 1.89 2.31* 0.002* 0.095 0.029
FDN 32.1a 30.9ab 29.8bc 28.5¢ 29.7bc  31.6a 31.1ab 28.8 32.2 44.5* 0.006* 0.008* 0.377
FDA 14.8a 13.5ab 11.4c 12.5bc 12.6bc 13.2b 13.6ab 12.3 13.9 32.7* 0.003* 0.005* 0.254
Ca 2.52 2.16 242 2.23 2.32 2.27 2.22 2.08 2.53 0.65* 0.055 <0.001*  0.051
P 0.38 0.40 0.36 0.41 0.38 0.36 0.38 0.35 0.41 0.35 0.382 <0.001*  0.006
NDT 71.1bc  71.9abc  71.4abc 73.2a 72.5ab 70.1c  70.9bc 71.6 71.5 63.6* 0.001* 0.8020 0.202
Deg 77.6bc 78.5abc  77.9abc 79.8a 79.1ab 76.5c 77.4bc 78.2 78.1 67.6* 0.001* 0.7978 0.218
EB 4.15 417 413 4.21 419 4.14 4.16 412 4.20 4.09 0.429 0.001* 0.012
Enl 1.62bc  1.64abc  1.63abc 1.67a 1.65ab 1.60c 1.62bc 1.64 1.63 1.34* 0.002* 0.801 0.005

MS: materia seca; PC: proteina cruda; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; FDN: fibra en detergente neutra; FDA: fibra en detergente acida; Ca: calcio; P: fésforo; NTD: nutrientes
digestibles totales; Deg: degradabilidad de la MS; EB: energia bruta; Enl: energia neta de lactancia. EEM: error estandar de la media; *Letras diferentes en una misma fila denotan
diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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Si bien no se encontraron diferencias significativas particularmente en REG1 en términos
de g/100 g de MS, se destaca que en la oferta total de nutrientes por planta si hubo
diferencias gracias a la mayor productividad de los genotipos 7 y 5. Por ejemplo la oferta
de PC fue de 29.16 y 34.77 g/planta para los genotipos 5 y 7 respectivamente, y la oferta
para los genotipos 4, 2, 1, 3 y 6 la produccion de PC fue de 19.95, 21.99, 22.06, 22.11y
26.11 g/ planta de PC, respectivamente.

En el ACP realizados, los dos primeros componentes representaron el 91.3% de la
variacion total observada en las caracteristicas agrondmicas y morfolégicas. El
componente 1 represento el 60.3% de la variacion total y las variables con mayor aporte
fueron peso de los tallos (8.96%), peso de las hojas verdes (8.74%), altura de la planta
(8.45%), la expansion lateral (8.22%) y el area de las hojas (7.33%). Por otro lado, en el
analisis de las variables quimicas las caracteristicas con mayor peso en el primer
componente, que representd 72.28% de la variabilidad total, fueron: PC (10.83%), EB
(10.46%), NTD (10.35%), Dig (10.30), Ca (9.89%), P (9.55%) y MS (9.47%); la FDN fue
la variable con mayor aporte en el componente 2 (10.4% de la variacién total) con un
56.34%.

Interaccidn genotipo x ambiente

En los ambientes REG1 y REG1Fert los materiales con mayor rendimiento fueron el Gen7
(106.51 g) y el Gen5 (85.92 g), y los materiales con menor rendimiento de MS fueron el
Gen1, Gen4 y Gen3 con un promedio de 65.85, 68.67 y 73.54 g de materia seca cada 40
dias. La Figuras 6 y la Figura 7 muestras la representacion grafica de cada uno de los
materiales en cada ambiente de acuerdo con su rendimiento de MS.

En promedio la produccion de MS en la época de lluvias fue de 1.4 veces superior frente
a lo encontrado en la época de baja precipitacion, y el uso de fertilizante en promedio
incrementd la MS/planta en un 98.6% siendo esta diferencia mayor en época de lluvias
(2.3 veces). Los materiales con mayor respuesta a la fertilizacién fueron genotipos 2, 4 y
6 y los de menor respuesta fueron los genotipos 7 y 3. De otro lado los genotipos con
mejor respuesta a la época sequia, representada con una menor disminucion de la
produccion de biomasa frente la época de lluvias, fueron los genotipos 3, 1 y 2, aunque
ninguno de estos estuvo en el grupo de genotipos con mejor desempeio bajo estas
condiciones. Los genotipos 4 y 1 fueron los que mayor aportaron a la variabilidad al
encontrar mas alejados de los ejes representados por cada uno de los ambientes en
REG1.

Para el caso de la zona REG2 (Figura 8), los materiales con mayor produccién fueron el
Gen4 y el Gen7 con rendimiento de MS por planta de 152.63 y 128.87 g, respectivamente,
a pesar de describir una mayor variabilidad. En cuanto a los materiales con menor
rendimiento fueron los Gen1, Gen3 y Gen6 con 63.58, 82.73 y 94.42 g de MS/planta cada
60 dias. En esta zona los materiales en promedio disminuyeron su rendimiento en un
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13.5% comparando la época de lluvias con la de sequia y los materiales con menor efecto

de la época fueron el Gen5 y Gen6.

Selected Environment = REG1

__-Gend

nga‘.‘—"‘G'er-\z—'

Gen1” ™~

Gen6 ~

Component 2 22.89 %

Gen5'

_.-Gen7

2“, ‘IU ) Z:J
Component 1 76.31 %

Selected Environment = REG1Fert

_Gend

-“"Gen3”  Gen2

_ Genﬂ"

Genb

Component 2 22.89 %

Gens™

Gen7

20 10 0 20
Component 176.31 %

Figura 6. Representacion GGEplot del
rendimiento de materia seca de los
genotipos evaluados de T. diversifolia en
REGH1 sin uso de fertilizante

Figura 7. Representacion GGEplot del
rendimiento de materia seca de los
genotipos evaluados de T. diversifolia en
REG1Fert (con uso de fertilizante)
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Figura 8. Representaciéon GGEplot del rendimiento de materia seca de los materiales

evaluados de T. diversifolia en REG2

En el analisis de varianza del modelo AMMI (Tabla 6), tanto los genotipos como los
ambientes y la interaccion GxA presentaron diferencias significativas para el rendimiento
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de MS por planta (p<0.05). Esta condicidon se presenta graficamente en la Figura 9 donde
los materiales Gen7 y Gen5 son asociados a mejores rendimientos en las zonas REG1 y
REG1Fert, y Gend4 en REG2. Las graficas GGEPlot son herramientas ilustrativas basadas
en un analisis de componentes principales para asociar genotipos con ambientes de
acuerdo con la cercania de sus coordenadas. De otro lado Gen7 y Gen5 fueron
identificados como genotipos ideales por encontrarse mas cercanos al origen de las
circunferencias presentadas en la Figura 10.

Tabla 6. Analisis de varianza del modelo AMMI para la interacciéon GxA de la produccion
de materia seca

Df Sum Sq Mean Sq F value % de la variacion Pr(>F)
Ambiente 2 72305 36152 98.55 53.26 0.000026 e
REP(Ambiente) 6 2201 367 1.237 1.621 0.294
Genotipo 6 32820 5470 18.44 2417 2.77E-14 e
Ambiente : Genotipo 12 28418 2368 7.98 20.93 2.97E-10 e
Residuales 99 29360 297
Signif. codes: 0 *** 0.001 “** 0.01 ** 0.05°." 0.1’ 1
Coeff var promedio MS
19.45 88.50
/
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Figura 9. Representacién GGEplot del Figura 10. Ranking de los genotipos
rendimiento de materia seca de los respecto al genotipo ideal

genotipos evaluados de T. diversifolia

bajo los tres ambientes trabajados

Estabilidad de los materiales a través de los ambientes
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En la Tabla 7 se muestran los indices de estabilidad de Shukla como indicador de la
capacidad de los materiales para mantener su rendimiento productivo a través de los tres
ambientes incluidos en el analisis de interaccion GxA.

Tabla 7. Estabilidad de los genotipos de Tithonia diversifolia evaluados segun el indice
de Shukla (Kang, 1993) a través de tres ambientes

Genotipo Rendimiento (MS) Rank Adj.rank Adjusted Stab.var Stab.rating YSi

Gen1 64.7 1 -3 -2 2639.2 -8 -10
Gen2 80.4 3 -2 1 -65.02 0 1
Gen3 74.5 2 -3 -1 131.8 0 -1
Gen4 99.5 6 3 9 5620.6 -8 1
Gend 95.56 5 7 23.9 0 7 0+
Gen6 87.6 4 -1 3 225.3 -4 -1
Gen7 117.2 7 10 -103.5 0 10 +

Rendimiento (MS): 88.52; YS Mean: 1; LSD (0.05): 5.42; + selected genotype

Segun el indice de Shukla, los Gen7 y Gen5 fueron los genotipos mas estables, esto
debido a su relativo alto rendimiento productivo a través de los ambientes estudiados. Si
bien el Gen4 presenta un rendimiento promedio alto dentro del grupo de materiales, no
cuenta con estabilidad ya que en los ambientes REG1 y REG1Fert tuvo una baja
productividad.

Finalmente, también se encontré interaccion GxA en la supervivencia de los materiales
durante el periodo de experimentacion (Figura 11). El promedio de supervivencia al
finalizar el experimento en REG1 y REG1Fert fue de 82.32% con efecto de la fertilizacién
(p=0.0068). En REG2 el promedio fue de 65.78% con diferencias significativas entre los
materiales y frente los porcentajes observados en REG1 y REG1Fert (p<0.0001).

REG3 mREG1Fert mREG1
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Figura 11. Supervivencia de los genotipos de Tithonia diversifolia evaluados en los dos
sitios de trabajo

Discusion

Diferentes estudios han evaluado ecotipos de T. diversifolia con el objetivo de identificar
materiales destacados para la produccion forrajera y oferta de nutrientes (Ruiz et al,,
2010; Ruiz et al., 2013; Holguin et al., 2015). A pesar de que estas evaluaciones han
identificado diferencias significativas y posibilidad de seleccionar ecotipos sobresalientes,
no se han reportado estudios de interaccién genotipo por ambiente de esta especie.
Adicionalmente, esta evaluacion determina la adaptabilidad de T. diversifolia, el efecto
del ambiente sobre su composicion quimica, la supervivencia y el efecto de la fertilizaciéon
sobre la produccion de MS, las variables agronémicas y la oferta de nutrientes.

Adaptabilidad

Las distintas caracteristicas climaticas y edaficas bajo las cuales se desarroll6 esta
investigacion permitieron identificar el potencial de adaptacion de T. diversifolia, ya que
fueron observados materiales sobresalientes en cada uno de los ambientes estudiados.
Los genotipos Gen5 y Gen7 tuvieron mayor adaptacion en REG1, y Gen7 y Gen4 en la
REG2 al tener una mayor producciéon durante todo el periodo evaluacion.

Segun Wanjau et al., (1998), Jama et al., (2000) y Pérez et al., (2009), T. diversifolia
posee un gran volumen radicular, caracteristica que le permite obtener de forma eficiente
los escasos nutrientes del suelo. Igualmente, autores como Baldani y Baldani (2005),
Elmerich (2007) y Saharan y Nehra (2011) destacan la capacidad de esta especie de
asociarse con diferentes poblaciones de microorganismos favoreciendo aun mas esta
propiedad, especialmente en suelos de baja fertilidad. Otra de las razones por las cuales
T. diversifolia goza de una amplia adaptabilidad, se debe a su alta diversidad genética
que le confiere una significativa aptitud de adaptacion y capacidad de responder a retos
y amenazas tales como enfermedades, depredadores y cambios ambientales (Govindaraj
et al., 2015; Luo et al., 2016; Del Val et al., 2017).

Variables morfolégicas y agronémicas

Las caracteristicas morfoldgicas y agronémicas tuvieron gran variabilidad entre genotipos
y ambientes, las variables area foliar, area del dosel, relacion hoja tallo, peso de los tallos
y numero de ramas presentaron una correlacion significativa y directa con la produccion
de MS. Estas caracteristicas coinciden con las medidas agrondmicas que mayor
variabilidad representaron en el ACP por lo cual pueden ser usadas como indicativo del
potencial productivo de plantas de T. diversifolia. Para Ruiz et al. (2010), caracteristicas
de estructura como las anteriormente mencionadas deben ser consideradas en la
determinacién del crecimiento de T. diversifolia y, por ende, ser utilizadas para la

89



-2 UNIVERSIDAD
/2 DE ANTIOQUIA

Facultad de Ciencias Agrarias

seleccion de genotipos con mayor productividad y de adaptacion. De acuerdo con Ruiz
et al., (2013), quienes estudiaron el crecimiento de cinco ecotipos seleccionados a partir
de una poblacién de 29 materiales, en T. diversifolia existen origenes de porte bajo, medio
y alto con diferencias en el desarrollo y crecimiento.

Ruiz et al. (2010) determinaron el nUmero de ramas, altura del tallo principal (m), diametro
del tallo (mm), altura de la primera hoja (cm), nimero de flores, y nimero de hojas verdes,
amarillas, secas y totales. En el analisis de componentes principales para la interrelacion
entre variables en la estacion lluviosa, 43.7% de los coeficientes de correlacion fueron
mayores a 0.40, mientras en la estacién seca alcanzaron 83.3% los valores superiores a
0.40. Debido a las caracteristicas evaluadas, en dos componentes para ambas épocas
se logro representar mas del 80% de la variabilidad total. Aqui las variables de mayor
preponderancia fueron las hojas totales, verdes, amarillas, secas y caidas/planta y
tallos/planta, todas con relacién positiva. Este resultado indicé la importancia de tener en
cuenta el comportamiento del crecimiento de las hojas en el estudio de estos materiales.
Ademas, la variabilidad encontrada se puede utilizar estratégicamente en programas de
seleccioén y futuros de mejoramiento varietal. Los resultados de estos autores en Cuba
mostraron genotipos con alturas similares, asi como numero de ramas, pero menor
numero de hojas y mayor diametro de los tallos que lo observado en este estudio.

La variabilidad hallada en este estudio también fue corroborada por Holguin et al., (2015).
Estos autores evaluaron la respuesta productiva forrajera de 44 introducciones de T.
diversifolia, e identificaron ocho introducciones como las de mayor produccion y de mejor
calidad nutricional. Posteriormente, soélo cuatro fueron identificados como las mas
promisorias de acuerdo con un indice multicriterio. Ademas, concluyeron que el uso de
indices integrales multicriterio facilita la seleccién de materiales rendidores, con base en
diferentes criterios de adaptabilidad, productividad y calidad de las especies.

De acuerdo con estos estudios, existen multiples diferencias entre materiales de T.
diversifolia que obedecen a diferencias genéticas, razéon por la cual es necesario
identificar, caracterizar y seleccionar genotipos superiores dentro de esta especie, y
realizar evaluaciones integrales multicriterio con el fin de optimizar su uso. Esto permitiria
identificar ecotipos adaptados a condiciones especificas de produccién, con la capacidad
de ofrecer mayor biomasa, mayor oferta de nutrientes y lograr una mayor persistencia en
el tiempo (Rivera et al., 2019).

Composicion quimica

Segun Ramirez-Rivera et al., (2010) y Ribeiro et al., (2015) T. diversifolia ofrece altos
contenidos de nutrientes, ya sea como complemento de dietas basadas en pasturas
tropicales, o como fuente forrajera capaz de reemplazar alimentos comerciales
concentrados en rumiantes de forma parcial. Las fracciones quimicas mas destacadas
en T. diversifolia son los altos porcentajes de PC en las hojas (> 25 g/100 g de MS), los
bajos contenidos de fibra (FDA y FDA), los aceptables contenidos de minerales (Ca y P)
y los buenos valores de degradabilidad de la MS y energia. Los resultados de este estudio
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son acordes a lo reportado por investigadores como La O et al. (2009), Ribeiro et al.
(2015) y Mauricio et al. (2017), quienes evaluaron su uso en la alimentacion de ganado
de leche de alta produccion, su composicion quimica, asi como su dinamica de
fermentacion.

Los siete genotipos evaluados presentaron mayores cantidades de PC y menores
porcentajes de fibra (FDN y FDA) que lo reportado por La O et al., (2012), quienes
evaluaron nueve ecotipos de T. diversifolia en Cuba y hallaron valores de proteinay FDN,
de 18.26 a 26.40 y de 14.79 a 25.74 g/100 g de MS, respectivamente. De igual forma se
destaca que para la PC, se observaron valores tan altos o inclusive superiores a los
encontrados en leguminosas tropicales como Stylosanthes guianensis (18.2%, Morgado
et al., 2009), Arachis pintoi (19.7%, Khan et al., 2013) y Gliricidia sepium (18.23%, Silva
et al., 2017). Otras fracciones de interés desde el punto de vista nutricional destacadas
en este estudio para T. diversifolia fueron la digestibilidad, la energia y los valores de Ca
y P, aspectos que no limitan el consumo voluntario y la disponibilidad de los nutrientes a
nivel ruminal (Barahona y Sanchez et al., 2005, a pesar de los 60 dias de corte usados
en la Regioén 2. Aunque los genotipos en este sitio tuvieron diferencias significativas (p <
0.05), todos presentaron alta oferta de nutrientes comparado con lo reportado en
gramineas de origen tropical.

Los altos contenidos de nitrégeno en T. diversifolia encontrados en este estudio se debe
probablemente a la simbiosis asociativa con diferentes grupos de microrganismos que
puede establecer esta especie. Este tipo de asociacién se refiere a una amplia variedad
de especies fijadoras de N que colonizan la superficie radicular de plantas no
leguminosas (Elmerich, 2007). Se han identificado los enddfitos fijadores de N y
organismos diazotréfos libres (Baldani y Baldani, 2005), los cuales por sus caracteristicas
podrian ser los causantes de las altas cantidades de N en especies como T. diversifolia.

Los bajos contenidos de FDN y FDA, asi como la energia contenida en los materiales de
T. diversifolia independientemente de su genotipo, permite que esta planta pueda ser
ofertada parcialmente a otras especies animales como conejos (18 — 25 de FDN%),
cerdos (13-18 % de FDN), aves (13.8-19.2 % de FDN) y peces (19 — 24 % de FDN)
(Hahn-von-Hessberg et al., 2016; Mauricio et al., 2017; Gallego-Castro et al., 2017;
Sanchez-Laino et al., 2018). Como resultado de las evaluaciones en los dos sitios, tres
ambientes y dos épocas, también se pudo determinar que la composicion quimica de T.
diversifolia se mantiene bajo diferentes condiciones ambientales presentando una oferta
superior a la dada por pasturas tropicales. Autores como Verdecia et al. (2011); Lezcano
et al. (2012) y Osuga et al., (2012) mencionan que esta especie varia poco su calidad
quimica con el aumento de su edad.

Interaccidn genotipo x ambiente y estabilidad
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Los resultados de este estudio mostraron que los ambientes lograron discriminar el
rendimiento de los genotipos en términos de produccion de MS en ambos modelos de
interaccion GxA. La identificacion de genotipos estables y adaptados a distintas
condiciones y con la capacidad de alcanzar un alto rendimiento en entornos variables ha
sido un desafio continuo en el estudio de especies forrajeras (Liang et al., (2015).

La estabilidad encontrada en los genotipos 5y 7 y la evaluacion de diferentes genotipos
a través de diferentes ambientes arroja una importante informacién en el desarrollo de
alternativas de mejoramiento en T. diversifolia, debido a que esta labor es de dificil
ejecucion por la frecuente aparicion de las interacciones genotipo por ambiente (IGxA)
(Alwala et al., 2010; Senger et al., 2016). Los ensayos multi-ambiente (EMA), como los
trabajados en esta evaluacion que incluyen diferentes condiciones ambientales, y el
analisis de varianza EMA, proporcionan buenas estimaciones de los efectos principales
del genotipo (G) y del ambiente (A) y los efectos de interaccion genotipo por ambiente de
los cuales los efectos G y GxA son principalmente relevantes para la evaluacion e
identificacion de genotipos con potencial productivo y de adaptacion (Alwala et al., 2010;
Taibi et al., 2015).

Segun el analisis de varianza en el modelo AMMI y los resultados observados en las
Figuras 6, 7, 8 y 9, los genotipos, ambientes y su interaccion tuvieron diferencias
significativas (p<0.01), con un mayor aporte del ambiente a la variacion total (Tabla 6).
Los genotipos Gen7 y Gen5 se asociaron a los mayores rendimientos en los ambientes
REG1 y REG1Fert, y Gen4 en REG2, ademas, Gen1 al observarse mas alejado en la
representacion GGEplot de la Figura 9, presentd los menores rendimientos de MS para
los tres ambientes; Gen3, Gen 6 y Gen2 no tuvieron asociacion alguna con los ambientes
evaluados, fueron estables, pero no se asociaron con una alta produccion de MS.

Yan (2002) y Brar et al. (2010) indicaron que tipicamente, el ambiente explica la mayoria
(hasta 70% o mas) de la variacion de rendimiento total de las plantas, mientras que los
genotipos y la inteaccion GxE son generalmente pequefios, como se observé en este
trabajo. Las interacciones significativas de genotipos x ambientes sugieren que el
rendimiento de MS de los genotipos del presente estudio varié entre los ambientes de
prueba.

De otro lado, Segun Yan y Hunt (2001), otra herramienta importante de analisis es la
representacion del genotipo “ideal” (Figura 10), la cual permite identificar al genotipo ideal
como aquel con alta puntuacién en el primer eje del componente principal (CP1) que esta
asociada a altos rendimientos y las puntuaciones cercanas a cero en el segundo eje del
componente principal (CP2). Segun los resultados obtenidos esta condicién fue
alcanzada por los genotipos 5y 7. EI mismo criterio se aplica para determinar el ambiente
ideal. Ademas, en el Biplot GGE, los genotipos que se encuentran ubicados hacia el
centro de la figura son menos representativos que aquellos localizados en las esquinas
o vértices del poligono los cuales se consideran mas responsivos (positiva o
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negativamente) (Figura 9). Los genotipos ubicados en los sectores donde no hay
localidades son consideradas de pobre comportamiento en rendimiento en la mayoria de
las localidades evaluadas (Yan et al., 2000; Yan y Hunt 2001; Yan et al., 2001), esto se
observo para los genotipos 1, 3y 2.

Un genotipo "ideal" se define como uno que tiene el mayor rendimiento en los entornos
de prueba y tiene un rendimiento absolutamente estable (que ocupa el mas alto en todos
los entornos de prueba) (Yan y Kang, 2003). Aunque tal genotipo "ideal" puede no existir
en la realidad, puede usarse como referencia para la evaluacion de los diferentes
genotipos. Un genotipo es mas deseable si se encuentra mas cerca del genotipo "ideal"
(Kaya et al., 2006). Los genotipos mas cercanos al "ideal" fueron Gen7 y Genb5.

Los genotipos evaluados en este estudio tuvieron una produccion promedio de 55.22,
102.71 y 103.95 g de MS, 338.05, 667.06 y 621.04 g de forraje verde y 608.37, 1266.44
y 127424 g de peso total de la planta para las REG1, REG1Fert y REG2
respectivamente. Los pesos encontrados estuvieron por debajo de los reportados por
Alonso et al. (2015), quienes evaluaron cuatro frecuencias de pastoreo y diferentes
distancias de siembra en Cuba y encontraron pesos de las plantas entre 1400 a 2300 g
de peso verde y 200 a 600 g de peso en seco de la planta completa. De otro lado estos
pesos se encontraron similares a los reportados por Gallego et al. (2015) en Colombia
bajo condiciones similares a las dadas en la REG2, y Ruiz et al. (2013), quienes
encontraron pesos de 100 hojas verdes entre 110 gy 190 a los 42 dias y entre 150 y 240
g alos 60 dias. Finalmente es importante destacar que independiente del estudio, cuando
se evaluan diferentes ecotipos de T. diversifolia estos presentan diferencias en los
rendimientos productivos.

Las diferencias de productividad entre épocas fueron superiores a las reportadas por
Alonso et al., (2015), quienes hasta los 120 dias identificaron pocas discrepancias, asi
como en los parametros de altura de la planta y tallos por estaca, pero estas diferencias
son similares a las encontradas por Verdecia et al., (2018). Estos autores de igual forma
hallaron diferencias entre épocas de las variables MS, FDN, FDA y PC.

Con relacion al efecto de la fertilizacion sobre las variables morfolégicas y quimicas,
Botero et al., (2019) encontraron respuesta positiva de T. diversifolia cuando era
fertilizada de acuerdo con su extraccion de nutrientes. La respuesta encontrada por estos
autores fue mayor a la reportada en este estudio (2.5 veces mas de MS cuando T.
diversifolia fue fertilizada), ademas, variables como altura de la planta, tamafio de la hoja,
tallos por planta, relacién hoja tallo y peso de la hoja también fueron significativamente
superiores en plantas fertilizadas a razén de 1.5, 1.38, 1.67, 0.63 y 1.86 veces,
respectivamente. Botero et al., (2019) también identificaron que la fertilizacion disminuye
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el contenido de MS, incrementa los contenidos de PC y energia bruta pero no afecta el
EE y las cenizas.

Finalmente, en lo referente a supervivencia, se encontraron diferencias significativas
entre genotipos tanto para condiciones de bosque humedo montano como bosque
humedo tropical, evidenciandose que las altas precipitaciones en suelos franco-arcillosos
afectan negativamente la supervivencia de T. diversifolia. Para este parametro Gallego
et al. (2015), encontraron supervivencias por encima del 90% para plantas a partir de tres
métodos de establecimiento bajo condiciones de tropico de altura (estacas, semilla sexual
germinada in vitro y semilla sexual sembrada directamente) después de un mes de
sembradas. Estos autores tuvieron un crecimiento lento hasta la tercera semana después
del corte de uniformacion y a partir de la cuarta semana su crecimiento se acelerd
logrando a las 8 semanas alturas entre 65y 70 cm. Las diferencias entre ambos estudios
probablemente se deben a las condiciones ambientales adversas dadas durante el
establecimiento de las plantulas en este estudio.

Conclusiones

T. diversifolia tiene la capacidad de adaptarse a diferentes condiciones edafoclimaticas y
ofrecer una alta cantidad de nutrientes para rumiantes. El alto porcentaje de PC (> 25
g/100 g de MS), los bajos valores de fibra (FDN y FDA) y los elevados porcentajes de
energia (> 4.15 Mcal/kg de MS de EB) y degradabilidad (>75%) de la MS se perfilan como
las caracteristicas mas destacables en esta especie. A pesar de su amplia plasticidad,
las condiciones ambientales modifican el rendimiento de genotipos de T. diversifolia
producto la interaccion GxA favoreciendo la posibilidad de identificar y seleccionar
ecotipos con un mayor potencial productivo. En este estudio, los genotipos 7 y 5 fueron
identificados como materiales de gran estabilidad capaz de ofrecer altos rendimientos de
MS tanto en condiciones de bosque humedo tropical como de bosque humedo montano
y al genotipo 4 como un ecotipo de gran aptitud productiva para zonas por encima de los
2000 msnm.
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Capitulo 4. Fermentacion in vitro de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Los resultados consignados en este segmento corresponden al capitulo 4 de la tesis, y
seran sometidos como articulo cientifico en la revista Crop and Pasture Science ISSN:
1836-0947 (Print) 1836-5795 (Online).

Efecto de la inclusion de diferentes materiales de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray. en los productos de la fermentacion de dietas ofrecidas bajo condiciones
tropicales

J.E. Rivera’; J. Chara’; J. Arango?; R. Barahona?®

1Centro para la Investigacion en Sistemas Sostenibles de Produccion Agropecuaria — CIPAV. Carrera 25
# 6 — 62 Cali, Colombia; 2Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT, Cali. Colombia;
3Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

RESUMEN

Tithonia diversifolia es una arbustiva forrajera cuyo potencial para modificar la dinamica
de fermentacion en rumiantes y mejorar la oferta de nutrientes ha despertado el interés
de varios investigadores. El objetivo de este estudio fue conocer el efecto de incluir
diferentes genotipos de T. diversifolia en la dinamica de fermentacion y degradacién
ruminal, produccién de AGV y generacion de CH4 de dietas de sistemas pastoriles. Bajo
un disefio de bloques completos al azar se evaluaron mezclas de siete materiales de T.
diversifolia y las gramineas Cenchrus clandestinus y Urochloa brizantha cv Marandu
usando de la técnica in vitro de produccion de gases. La inclusién de T. diversifolia en
dietas basadas en U. brizantha mejoré la oferta de nutrientes (menor contenido de fibra
y mas proteina, grasa y minerales) y modificé los parametros de dinamica de
fermentacién (p<0.05). Ademas, la degradacion de la MS se incrementé 4.72% frente a
dietas basadas unicamente en esta graminea (p<0.05). Las emisiones de CH4 fueron
significativamente menores en dietas con inclusion de T. diversifolia (p<0.05) y la relacién
A:P fue mas baja. En las dietas basadas en C. clandestinus, la inclusion de T. diversifolia
modificd la composicién quimica y la degradacion de la MS (p<0.05), pero tuvo poco
efecto en los parametros de dinamica de fermentacion, produccion de CHs vy
concentraciones de AGV. Se concluye que T. diversifolia incrementa la oferta de
nutrientes en dietas pastoriles tanto de tropico bajo como alto, y puede modificar los
productos de la fermentaciéon y disminuir la emisién de CH4 entérico, en dietas basadas
en gramineas de baja calidad como U. brizantha.

Palabras clave: AGV, boton de oro, composicién quimica, degradabilidad, in vitro,
metano.
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ABSTRACT

Tithonia diversifolia is a forage shrub whose potential to modify the dynamics of
fermentation in ruminants and improve the supply of nutrients has aroused the interest of
several researchers. The objective of this study was to know the effect of including
different genotypes of T. diversifolia in the dynamics of ruminal fermentation and
degradation, production of AGV and generation of CH4 from diets of pastoral systems.
Under a randomized complete block design, mixtures of seven materials of T. diversifolia
and Cenchrus clandestinus and Urochloa brizantha cv Marandu grasses were evaluated
using the in vitro gas production technique. The inclusion of T. diversifolia in diets based
on U. brizantha improved the supply of nutrients (lower fiber content and more protein,
fat, and minerals) and modified the parameters of fermentation dynamics (p <0.05). In
addition, the DM degradation was 4.72% higher when compared with diets based only on
this grass (p <0.05). CH4 emissions were significantly lower in diets with T. diversifolia (p
<0.05), and the A:P ratio was lower. In diets based on C. clandestinus, the inclusion of T.
diversifolia modified the chemical composition and the degradation of DM (p <0.05) but
did not affect the parameters of fermentation dynamics, production of CHs and VFA. It is
concluded that T. diversifolia increases the supply of nutrients in pastoral diets under both
low and high tropic conditions and can modify the products of enteric fermentation and
decrease enteric CH4 emissions, especially in diets based on low quality grasses such as
U. brizantha.

Keywords: Chemical composition, degradability, in vitro, methane, Mexican sunflower,
VFA.

INTRODUCCION

Bajo condiciones tropicales y subtropicales, existe un nutrido numero de especies
arbustivas con la capacidad de producir elevadas cantidades de biomasa de alto valor
nutritivo, representando una incuestionable alternativa al desarrollo de sistemas de
produccion animal bajo pastoreo (Rivera et al., 2018). A pesar de esta riqueza, muchas
de estas especies se utilizan de forma empirica, lo que limita su verdadero potencial
productivo (Mejia-Diaz et al., 2017; Rodriguez, 2017). Evaluar especies forrajeras con la
capacidad de ofrecer una alta calidad nutritiva desde diferentes puntos de vista, es un
reto que se debe afrontar si se quieren hallar sistemas mas eficientes y acordes a las
exigencias ambientales y productivas de la actualidad (Mustonen et al., 2015; Velenciaga
et al., 2018).

En los ultimos anos, los arbustos y arboles tropicales como Tithonia diversifolia (Hemsl.)
A. Gray., han despertado el interés por parte de los investigadores debido a su potencial
para incrementar la eficiencia fermentativa y aumentar la degradacion de las dietas
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ofrecidas en condiciones de pastoreo, asi como la modulacion en la generacion de acidos
grasos volatiles (AGV) y reducir las emisiones de metano (CH4) entérico, en comparaciéon
con las forrajeras tradicionalmente ofrecidos en dietas pastoriles (Rivera et al., 2013;
Terry et al., 2016; Ribeiro et al., 2016; Galindo-Blanco et al., 2018). Los beneficios de T.
diversifolia estan dados por su mayor calidad nutricional basada en altos contenidos de
proteina cruda, minerales y energia, bajos tenores de fibra, la presencia de gran variedad
de compuestos fitoquimicos, y por su capacidad de adaptacion a diferentes condiciones
edafoclimaticas (Chagas-Paula et al., 2012; Mejia-Diaz et al., 2017; Mauricio et al., 2017).

Se ha demostrado que algunos compuestos fitoquimicos, como los taninos, las saponinas
y aceites esenciales, contribuyen a disminuir la produccién entérica de metano y a
modificar las tasas de produccién de gases a nivel ruminal debido a sus efectos
inhibidores sobre ciertos grupos de microorganismo del rumen ya que limitan fisicamente
la degradacion (Barahona et al., 2003; Delgado et al., 2012; Banik et al., 2013; Barahona
et al., 2014; Bhatta et al., 2013). Mahecha et al., (2007) encontraron que T. diversifolia
puede reemplazar hasta un 35% de materia seca (MS) de concentrados en la dieta de
vacas lecheras sin ningun efecto adverso en la produccién y composicion de la leche.
Ademas, un estudio in vitro realizado por Terry et al. (2016) encontré que la sustitucion
de hasta el 15.2% de la cafia de azucar y el 14% de los concentrados (base de MS) por
T. diversifolia, aumentd la producciéon de AGV (p<0.01), lo que puede indicar un mejor
rendimiento del animal en condiciones de campo. La diversidad de T. diversifolia en
Latinoamérica en muy alta (Rivera et al., 2017; capitulos 2 y 3 de esta tesis), lo que va
acompanado de diferentes ofertas de nutrientes y muy probablemente de diferencias en
cuanto a su patron de fermentacion en el rumen, incluyendo emisiones entéricas de
metano.

Con el objetivo de conocer el efecto de diferentes genotipos de T. diversifolia en la
dinamica de fermentacion y degradacion, produccion de AGV y generacion de CHs4 en
dietas pastoriles en tropico de altura y tropico bajo, se evaluaron siete materiales de esta
especie por medio de la técnica in vitro de produccién de gases (Theodorou et al., 1994).

MATERIALES Y METODOS

Materiales vegetales

Se evaluaron siete genotipos destacados de T. diversifolia identificados por Rivera et al.
(2017) (Capitulo 2), establecidos en parcelas experimentales tanto en condiciones de
tropico de altura (5°0'44.92"N, 75°25'47.28"0 — 2300 msnm) como de tropico bajo
(3°47'21.43"N, 73°49'15.93"0 — 530 msnm). Los diferentes genotipos fueron mezclados
con pasturas tradicionalmente utilizadas en cada localidad de acuerdo con Donneys et
al. (2015) y Molina et al. (2015). Segun estos autores el consumo en sistemas de T.
diversifolia en alta densidad asociada con Cenchrus clandestinus (Hochst. ex Chiov.) es
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de 80% pastura y 20% de arbustiva (trépico de altura) de la materia seca (MS) total de la
dieta, y para el caso de la asociacion con pasturas de genero Urochloa como por ejemplo
Urochloa brizantha cv Marandu el consumo es de 75% para la pastura y 25% de T.
diversifolia (trépico bajo) (MS de la dieta). En el sitio de trépico bajo, fueron colectados
materiales tanto fertilizados de acuerdo con su extraccion estimada de nutrientes (Botero,
2017) como materiales no fertilizados, ambos a una edad de rebrote de 40 dias.

Evaluacion in vitro de la fermentacién, produccion de CHs y AGV y degradabilidad de la
materia seca

El comportamiento fermentativo, la producciéon de metano (CHa4), la generacion de acidos
grasos volatiles de cadena corta (AGV) y la degradabilidad de la MS de los diferentes
materiales fueron estudiadas por medio de la técnica in vitro de producciéon de gases
(Theodorou et al., 1994). Para la técnica de produccién de gases, se usaron botellas de
110 ml en las que se incubaron 0.5 g de cada una de las 21 dietas, 5 ml de liquido ruminal
y 45 ml de solucion tampén (relacion liquido ruminal: solucion tampén, 1:9). La solucion
tampodn fue preparada siguiendo las recomendaciones de Brooks y Theodorou (1997),
saturadas con CO2 y mantenidas en estufa a 39 °C. las dietas trabajadas obedecieron a
mezclas entre los diferentes genotipos de T. diversifolia y las pasturas acompanantes, y
de las gramineas solamente.

El liquido ruminal fue obtenido de un animal fistulado alimentado con Cenchrus
clandestinus (Hochst. ex Chiov.) Morrone. Las mediciones de presion (PSI) de los gases
se hicieron a los horarios de 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 y 72 h pos-inoculacion, con la ayuda
de un transductor de presion (Ashcroft Inc., USA). Para determinar el volumen total de
produccion de gas en cada horario, se uso la ecuacion 1 (Rivera et al., 2015).

Y=0.1312 + 4.9203x
Ecuacion 1. Ajuste del volumen de produccion de gas a partir de la presion
Donde, Y = volumen del gas a un horario dado, X = presion del gas a un horario dado.

Los datos de produccion de gas fueron ajustados al modelo no lineal de Gompertz
(Lavrencic et al., 1997) (Ecuacién 2). Las evaluaciones de degradabilidad in vitro de la
materia seca (DIVMS) se hicieron a las 24 y 72 horas de incubacion.

Y = ea—be*

Ecuacion 2. Modelo no lineal de Gompertz

Donde, Y es igual a la produccion acumulada de gas a un tiempo x, a > 0 es la producciéon maxima de gas,
el parametro b > 0 es la diferencia entre el gas inicial y el gas final a un tiempo x y el parametro ¢ > 0
describe la tasa especifica de acumulacién de gas.

La produccion de AGV (acetato, propionato y butirato), fue medida a las 24 y 72 horas
junto con la produccion de CHs. Para ambas mediciones, se acumulé el gas producido
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para cada uno de los horarios y se obtuvo una submuestra en viales de 10 ml. La
determinacién de AGV se hizo en el laboratorio NUTRILAB — GRICA de la Universidad
de Antioquia y las concentraciones de CHs4 en el laboratorio de Gases de Efecto
Invernadero del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) utilizando
cromatografia de gases.

Composicion quimica de los materiales de T. diversifolia evaluados

Cada una de las dietas fueron valoradas por: (1) humedad y otras materias volatiles (MS,
g/100 de MS), (2) proteina cruda (PC, g/100 de MS), (3) cenizas (Cen, g/100 de MS), (4)
extracto etéreo (EE, g/100 de MS), (5) fibra en detergente neutro (FDN, g/100 de MS),
(6) fibra en detergente acido (FDA, g/100 de MS), (7) calcio (Ca, g/100 de MS), (8) fésforo
(P, g/100 de MS), (9) nutrientes digestibles totales (NDT, g/kg de MS), (10) degradabilidad
de la MS (Deg., g/100 de MS), (11) energia bruta (EB, Mcal/Kg de MS), (12) energia neta
de lactancia (EB, Mcal/Kg de MS), (13) fenoles totales (FT, % Ac. Tanico) y (14) taninos
totales (Tan, % acido tanico). Estas determinaciones se realizaron en el laboratorio de
Nutricion Animal de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA) por medio de espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS) utilizando las
ecuaciones generadas para recursos forrajes del tropico colombiano (Ariza-Nieto, et al.,
2018) y el porcentaje Ca y P se determind por espectrofotometria AA y UV- VIS basado
en NTC 5151 (2003) y 4981 (2001), respectivamente. Los fenoles totales (FT) y taninos
(Tan) fueron cuantificados en el Animal Nutrition & Forages Quality Laboratory del CIAT
de acuerdo con la metodologia Folin -Ciocalteu.

Diseno experimental y analisis estadistico

La comparacién entre dietas se hizo por medio de un disefio de bloques completos al
azar con dos factores, los genotipos y el nivel de fertilizacion, de acuerdo con la
distribucion de las parcelas experimentes en campo. El modelo matematico de este
disefio se presenta en la ecuacion 3.

yKklj =p+ak+yl +EKI+EKI+Bj+oklj
Ecuacion 3. Modelo general de un disefo de bloques completos al azar

Donde:

yklj = Observacion en la unidad experimental de la variable a evaluar; y = es la media del efecto general;
ak = efecto del factor k (materiales colectados 1, 2, 3...7); yl = efecto del factor | (nivel de fertilizacion 1,2...);
Bj = efecto del bloque j; ¢kl = interaccion de los dos factores; oklj = valor aleatorio, error experimental de la
unidad experimental lkj.
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Todos los analisis fueron realizados con la herramienta RStudio usando las librerias
“agricolae” y “easynls” (R Core Team, 2019). Para los analisis se evalu6 la normalidad,
homogeneidad de la varianza y de aditividad. Para identificar diferencias entre medias se
utilizé la prueba de contraste de Tukey a un nivel de significancia de 0.05. Cuando los
grupos de datos no cumplieron con las condiciones para un analisis paramétrico, fue
usada la prueba de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para las comparaciones entre grupos.

RESULTADOS

La composicion quimica de las dietas evaluadas se muestra en las Tablas 1y 2. Para las
condiciones de trépico bajo (Tabla 1), la inclusién de T. diversifolia resulté en diferencias
significativas en todas las variables medidas a excepcion de EE y EB (p<0.05) frente a la
dieta base de U. brizantha, pero no hubo diferencias entre las dietas que incluyeron T.
diversifolia. En general la inclusion de T. diversifolia disminuyo el contenido de materia
seca y de la fibra de la dieta, pero incremento la oferta de minerales y Enl, ademas de
mejorar la degradabilidad de la MS (p< 0.05). También se destaca que el uso de
fertilizacion en T. diversifolia, resulta en aumentos de PC, Ca, P y Enl y degradabilidad,
frente a dietas de T. diversifolia sin fertilizar.

Por otro lado, en las dietas de trépico de altura (Tabla 2), la inclusion de T. diversifolia
incrementd la PC con algunos genotipos frente a dietas basadas en C. clandestinus
(genotipos 3, 4 y 5), disminuy® la fibra (FDN y FDA) y el EE, e incremento el Ca en la
dieta (p< 0.05). El uso de esta arbustiva en dietas de tropico de altura no tuvo efecto en
las variables de MS, P, degradabilidad y energia. Para los FT y Tan no se encontraron
diferencias entre los genotipos, pero si hubo efecto de la fertilizacion.

Fermentacion in vitro

La inclusion de T. diversifolia en dietas basadas en U. brizantha modificé algunos
parametros de fermentacion ruminal in vitro (Tabla 3). Su uso tuvo efectos significativos
en las variables de tasa maxima de produccioén de gas (TMPG) y fase lag (FL) (p< 0.05),
pero no en la hora al punto de inflexién (HPI) y gas al punto de inflexion (GPI). Para el
caso de la fertilizacion de T. diversifolia, su uso tuvo un incremento significativo en la tasa
maxima de produccion de gases frente a las dietas donde ésta no fue fertilizada (p< 0.05).
Entre las mezclas, los genotipos 1, 3 y 7 presentaron menores valores de TMPG y la
mezcla de los genotipos 2 y 3 mostraron mayores valores de FL (p=0.007).

La Tabla 4 muestra los parametros de fermentacion segun el modelo Gompertz de las
dietas estudiadas para las condiciones de trépico de altura. De acuerdo con las
caracteristicas quimicas tanto de los genotipos de T. diversifolia como de C. clandestinus,
asi como del porcentaje de inclusién, para ninguno de los parametros estudiados la
utilizacion de la arbustiva tuvo efectos significativos (p>0.05).
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diversifolia ofrecidas bajo condiciones de tropico bajo (g/100 g MS; Mcal/Kg; % Ac. Tanico)

Tabla 1. Composicion quimica de dietas pastoriles con la inclusion de diferentes genotipos de T.

Dieta Fertilizacion . Dieta Fertilizacion

. U. brizantha

Parametro Gen1 + Gen2 + Gen3 + Gen4 + Gen5 + Gen6 + Gen7 + No Si 100% p- value EEM
brizantha brizantha brizantha _ brizantha  brizantha  brizantha  brizantha

MS 20.31b 20.23b 20.11b 20.23b 20.15b 20.26b 20.20b 20.41 20.25 22.07a 0.006* 0.320 0.101
PC 17.18a 16.95a 17.10a 16.87a 17.22a 17.01a 17.61a 16.62 17.65 11.81b <0.001* <0.001* 0.232
Cen 10.31a 10.27a 10.47a 10.27a 10.50a 10.41a 10.38a 10.37 10.39 8.72b <0.001* 0.787 0.072
EE 1.65 1.62 1.64 1.70 1.62 1.62 1.63 1.63 1.64 1.70 0.401 0.636 0.012
FDN 55.23b 55.41b 55.58b 55.57b 55.58b 55.52b 55.53b 55.55 55.44 63.73a <0.001* 0.545 0.371
FDA 38.43b 38.71b 38.56b 38.21b 38.57b 38.55b 38.62b 38.41 38.64 46.11a <0.001* 0.064 0.323
Ca 0.71a 0.73a 0.715a 0.69a 0.69a 0.72a 0.67a 0.77 0.64 0.433b 0.002* <0.001* 0.017
P 0.25a 0.26a 0.26a 0.25a 0.27a 0.27a 0.27a 0.26 0.27 0.19b <0.001* 0.008* 0.003
NDT 58.66a 58.29a 58.44a 58.12a 58.53a 58.38a 58.80a 58.16 58.77 52.88b <0.001* 0.007* 0.275
Deg 64.49a 64.10a 64.26a 64.16a 64.35a 64.19a 64.65a 63.96 64.68 58.37b <0001* <0.001* 0.240
EB 4.14 4.13 413 4.13 4.13 413 4.14 4.12 4.14 4.09 0.998 0.436 0.012
Enl 1.31b 1.31b 1.31b 1.30b 1.31b 1.31b 1.32b 1.30 1.32 1.17b <0.001* 0.034* 0.006
FT 1.67 2.09 2.03 1.88 1.84 1.56 1.64 2.28 1.35 1.53 0.338 < 0.001 0.113
Tan. 1.06 1.30 1.28 1.25 1.10 1.00 1.05 1.49 0.82 0.65 0.775 < 0001 0.085

MS: materia seca; PC: proteina cruda; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; FDN: fibra en detergente neutra; FDA: fibra en detergente acida; Ca: calcio; P: fésforo; NTD: nutrientes digestibles totales; Deg:
degradabilidad; EB: energia bruta; Enl: energia neta de lactancia. FT: Fenoles totales (% Ac. Tanico); Tan: Taninos totales (% Ac. Tanico); EEM: error estandar de la media; *Letras diferentes en una misma fila
denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Tabla 2. Composicion quimica de dietas pastoriles con la inclusion de diferentes genotipos de T. diversifolia ofrecidas bajo
condiciones de trépico de altura (g/100 g MS; Mcal/Kg; % Ac. Tanico)

Dieta Dieta

Parametro Gen1 + brizantha Gen2 + brizantha Gen3 + brizantha Gen4 + brizantha Gen5 + brizantha Gen6 + brizantha Gen7 + brizantha c I(a:sz:g:i:sus p- value EEM
MS 17.1 17.25 17.33 17.49 17.32 17.49 17.30 17.43 0.231 0.040
PC 22.28ab 22.61a 22.27ab 22.75a 22.65a 21.93ab 22.10ab 20.94b 0.008* 0.138
Cen 12.89 12.93 12.78 12.88 12.78 13.04 12.85 12.38 0.159 0.056
EE 2.01b 2.086ab 1.99b 2.07ab 2.05ab 2.01ab 2.04ab 2.13a 0.029* 0.011
FDN 40.46b 40.48b 40.06b 39.94b 40.02b 40.37b 40.39b 42.81a 0.008* 0.224
FDA 25.65b 25.13b 24.68b 24.94b 24 .97b 25.16b 25.01b 27.68a <0.001* 0.209
Ca 0.92a 0.85a 0.88a 0.88a 0.89a 0.86a 0.85a 0.57b <0.001* 0.023
P 0.42 0.42 0.41 0.42 0.41 0.41 0.42 0.42 0.893 0.001
NDT 65.88 65.84 65.81 66.20 66.03 65.63 65.80 64.02 0.433 0.237
Deg 71.06 71.45 71.29 71.61 71.52 70.90 71.07 70.32 0.429 0.144
EB 4.11 4.12 4.10 4.13 4.12 4.10 4.11 4.08 0.986 0.012
Enl 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.49 1.49 1.45 0.372 0.005
FT 2.94 3.40 3.23 3.04 3.14 2.79 3.24 2.21 0.963 0.167
Tan. 2.08 2.32 2.26 2.15 2.12 1.99 2.27 1.23 0.992 0.129

MS: materia seca; PC: proteina cruda; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; FDN: fibra en detergente neutra; FDA: fibra en detergente acida; Ca: calcio; P: fésforo; NTD: nutrientes digestibles totales; Deg:
degradabilidad; EB: energia bruta; Enl: energia neta de lactancia. FT: Fenoles totales (% Ac. Tanico); Tan: Taninos totales (% Ac. Tanico); EEM: error estandar de la media; *Letras diferentes en una misma fila
denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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Tabla 3. Parametros de fermentacién ajustados al modelo Gompertz de dietas pastoriles con la inclusion de diferentes

genotipos de T. diversifolia bajo condiciones de tropico bajo

) Dietas U. brizantha Fertilizacion Dieta Fertilizacion

Parametro Gen1 + Gen2 + Gen3 + Gend4 + Gen5 + Gen6 + Gen7 + 100% No Si p- value EEM
brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha

a 200.66 217.66 206.38 205.75 205.64 222.65 211.28 225.07 213.6 208 0.201 0.238 2.507
b 1.31b 1.36b 1.35b 1.30b 1.36b 1.33b 1.32b 1.57a 1.343 1.362 0.001* 0.249 0.012
c 0.11 0.10 0.10 0.11 0.11 0.10 0.10 0.12 0.10 0.11 0.463 0.001* 0.002
HPI 13.00 13.67 13.93 12.30 12.89 13.23 13.30 13.46 14.03 12.27 0.785 0.001* 0.314
GPI 73.82 80.07 75.92 75.69 75.65 81.91 77.72 82.80 78.60 76.51 0.201 0.238 0.922
TMPG 7.70b 8.13ab 7.59b 8.14ab 8.07ab 8.47ab 7.82b 9.74a 7.68 8.60 0.023* 0.004* 0.199
FL 3.11b 3.59ab 3.63ab 2.77b 3.38b 3.28b 3.23b 4.92a 3.55 3.23 0.007* 0.102 0.118

a = produccion maxima de gas (ml); b = diferencia entre el gas inicial y el gas final en un tiempo x; ¢ = tasa de acumulacién de gas especifica; HPI, h: hora al punto de inflexién;
GPI, ml: gas al punto de inflexion; TMPG, ml/h: tasa maxima de produccién de gas; FL o establecimiento microbiano, h: fase Lag. HPI = b/c; GPI = ale; TMPG = (a*c)/e; FL= ((b/c)-
(1/c)); donde “e” es el numero de Euler, equivalente a = 2.718281828459; *Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Tabla 4. Parametros de fermentacion ajustados al modelo Gompertz de dietas pastoriles con la inclusion de diferentes

genotipos de T. diversifolia bajo condiciones de tropico de altura

Dietas Dieta

Parametro + + + + + + + ", EEM

bg'::,:tha bg'::jtha bg':::tha bg':::tha bg':::tha bg':::tha bg'::Ztha clandestinus  p- value
a 232.00 236.06 229.03 227.06 215.81 253.17 268.02 252.74 0.698 7.637
b 1.30 1.18 1.23 1.33 1.27 1.21 1.11 0.231 0.029
c 0.14 0.14 0.13 0.14 0.13 0.12 0.13 0.539 0.002
HPI 9.65 8.66 9.39 9.39 9.49 10.43 8.37 0.248 0.276
GPI 85.35 86.84 84.25 83.53 79.39 93.14 98.60 92.98 0.698 2.809
TMPG 11.52 11.80 11.04 11.72 10.63 11.07 13.05 12.90 0.439 0.347
FL 2.24 1.31 1.76 2.28 2.03 1.71 1.52 0.207 0.215

a = produccion maxima de gas (ml); b = diferencia entre el gas inicial y el gas final en un tiempo x; ¢ = tasa de acumulacién de gas especifica; HPI, h: hora
al punto de inflexidon; GPI, ml: gas al punto de inflexion; TMPG, ml/h: tasa maxima de produccién de gas; FL o establecimiento microbiano, h: fase Lag. HPI
= b/c; GPI = ale; TMPG = (a*c)/e; FL= ((b/c)-(1/c)); donde “e” es el nimero de Euler, equivalente a = 2.718281828459; *Letras diferentes en una misma fila

denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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Degradabilidad de la materia seca

Los porcentajes de degradacién a los horarios de 24 y 72 horas de todas las dietas se
presentan en las Tablas 5y 6. En las mezclas de T. diversifolia'y U. brizantha (Tabla 5),
no hubo diferencias al horario de 24 horas, pero a las 72 horas de fermentacion, las dietas
que incluyeron T. diversifolia presentaron en promedio 4.72% mas de degradacién de la
MS que la dieta con 100% graminea (p<0.05), pero sin diferencias entre las dietas que
incluyeron T. diversifolia. Los materiales fertilizados presentaron una diferencia
significativa frente a las dietas con los genotipos de T. diversifolia sin fertilizar (p<0.05).

Tabla 5. Degradabilidad in vitro de la materia seca (DIVMS, %) de dietas con la inclusion
de diferentes genotipos de T. diversifolia bajo condiciones de trépico bajo

Dietas u. Fertilizacion Dieta Fertilizacion
G_en1 + G_en2+ G_en3+ G_en4+ G_en5+ G_en6+ G_en7+ brizantha No Si p- value EEM
brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha 100%
24 horas
47.51 45.84 46.96 47.83 4991 48.83  47.57 4576 4464 51.07 0.793 0.002* 0.910
72 horas

68.18a 68.33a 68.31a 67.72a 67.29a 68.21a 68.76a 63.38b 67.07 68.64 <0.001* <0.001* 0.292

*Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).

En lo referente a las dietas de trépico alto, la inclusion de los diferentes genotipos de T.
diversifolia a dietas basadas solo en C. clandestinus disminuyo la degradacion en ambos
horarios de forma significativa en un 4.6%, pero entre las mezclas que tuvieron T.
diversifolia no hubo diferencias (Tabla 6).

Tabla 6. Degradabilidad in vitro de la materia seca (DIVMS, %) de dietas con la inclusion
de diferentes genotipos de T. diversifolia bajo condiciones de tropico de altura

Dietas ; Dieta
C. clandestinus
Gen1 + Gen2 + Gen3 + Gend + Gen5 + Gen6 + Gen7 + 100% p- EEM
brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha value
24 horas
59.72ab 63.06ab 59.77ab 62.51ab 56.71b 63.91ab 62.07ab 65.55a 0.038* 0.704
72 horas
65.29b 69.65ab 70.60ab 68.84ab 68.99ab 70.27ab 69.21ab 73.60a 0.010* 0.478

*Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Producciéon de AGV

La produccion de AGV de cadena corta de las dietas de trépico bajo se presenta en la
Tabla 7. A las 24 horas de incubacion, U. brizantha presentd menor produccion de acido
propionico (mol/100 mol) con diferencias frente a las mezclas que incluyeron los
genotipos 5, 6 y 7 de T. diversifolia (p = 0.0321), los genotipos 2 y 4 fueron los que
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generaron mayores cantidades de acético y la dieta Gen6 fue la que produjo menores
valores de AGV totales entre las mezclas con T. diversifolia (mol/100mol); la relacién A:P
también presenté diferencias significativas con los mayores valores en la dieta 100% U.
brizantha (p = 0.004), condicién igualmente encontrada para la produccion de acido
acético (p=0.012).

En el horario de 72 horas, la produccidon de acético, propiodnico, butirico, produccion total
de AGYV totales y la relacion A:P tuvieron diferencias significativas (p<0.05) tanto para los
valores en mol/100 mol como para Mmol/L. La inclusién de T. diversifolia generé6 menores
cantidades de acético y mayor produccion de propiénico, ademas, la relacion A:P fue
menor en todas las dietas con T. diversifolia. La mezcla de Gen4, Gen7 y U. brizantha
100% fueron los tratamientos con menor produccion de acido butirico y las dietas con
Gend y 100% U. brizantha fueron las que mayor produccién de AGV totales generaron
con diferencias significativas con la mezcla Gen1, Gen5 y Gen6. El uso de fertilizante
presento diferencias significativas en las variables de acido acético, propidnico y butirico,
asi como en la relacion A:P.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de las dietas de tropico de altura. Para estas
dietas solo se encontraron diferencias en los Mmol/L de propidnico en los horarios de 24
y 72 horas.

Produccion de metano

La produccién de metano fue expresada en tres unidades de medida: Ym, mg de CHa/g
de MSI y mg de CH4/g de MSD, tanto para el horario de 24 como de 72 horas de
incubacion. En las dietas de tropico bajo (Tabla 9), la inclusion de T. diversifolia favorecid
significativamente la disminucién de CHs frente a la dieta 100% de U. brizantha
especialmente en las emisiones por mg de CH4/g de MSD a las 72 horas. En promedio
al horario de 72 horas el uso de la arbustiva disminuyé en 1.2, 2.42 y 5.79 unidades de
Ym, mg de CH4/g de MSI y mg de CH4/g de MSD, respectivamente. Ademas, entre las
mezclas con T. diversifolia, Gen2, Gen4 y Gen7 tuvieron las emisiones mas bajas en
términos de mg de CHa/g de MSI (p = 0.006), y el Ym mas alto fue el reportado por U.
brizantha 100% y la dieta con Gen6. Para las dietas evaluadas la fertilizacion no tuvo
efecto significativo ni diferencias entre las mezclas que incluyeron T. diversifolia.

La Tabla 10 presenta los resultados de CH4 de las dietas de tropico alto. La inclusion de
T. diversifolia no tuvo diferencias significativas para ninguna de las unidades de medicion
evaluadas ni en los horarios trabajados (p> 0.05).
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diversifolia bajo condiciones de tropico bajo

Dietas u. Fertilizacion Dieta Fertilizacién
Parametro Gen1 + Gen2 + Gen3 + Gen4 + Gen5 + Gen6 + Gen7 + brizantha . EEM
brizantha  brizantha  brizantha  brizantha  brizantha  brizantha brizantha 100% No Si p- value
24 horas
AGV, mol/100 mol

Acético (A) 69.09bc  70.13ab 69.01bc  69.48abc  67.64bc 66.47¢c 68.42bc 71.73a 68.3 67.41 0.012* 0.217 0.482
Propiénico (P) 22.08ab  21.49ab 22.13ab 22.05ab 23.51a 23.22a 22.57a 19.61b 22.7 24.03 0.006* 0.079 0.591
Butirico 8.82 8.36 8.84 8.46 8.84 9.31 9.01 8.64 9.01 856 0.605 0.074 0.171
Relacion (A:P) 3.13b 3.26b 3.12b 3.15b 2.88b 2.86b 3.03b 3.66a 3.08 296 0.004* 0.073 0.081
Total, AGV (mmol/L) 97.32ab 104.84ab 106.79ab 114.66a 97.37ab 95.10b 93.38ab 97.38ab 97.46 101.2 0.045* 0.432 3.041

AGV, Mmol/L
Acético (A) 66.25ab  72.54ab 72.66ab 78.92a 64.93ab 61.31b 62.93ab 70.80ab 66.77 68.39 0.028* 0.647 1.966
Propiénico (P) 22.66 23.56 24.71 26.34 23.83 26.28 221 18.16 22.01 24.28 0.188 0.087 0.694
Butirico 8.41ab 8.73ab 9.43a 9.39a 8.61ab 7.51b 8.33ab 8.41ab 8.68 8.54 0.020* 0.583 0.146

72 horas
AGV, mol/100 mol

Acético (A) 69.45b 67.82b 68.42b 68.71b 68.22b 68.09b 69.72b 71.88a 65.16 67.22 0.024* 0.0192*  0.359
Propiénico (P) 22.74a 23.47a 23.91a 24 .38a 24.07a 23.81a 23.46a 21.47b 26.92 2555 0.016* 0.112* 0.279
Butirico 7.79ab 8.70a 7.66ab 6.89b 7.71ab 8.08ab 6.81b 6.63b 792 7.23 0.003* 0.006* 0.165
Relacion (A:P) 3.05b 2.89b 2.86b 2.83b 2.86b 2.86b 2.97b 3.35a 275 295 0.001* 0.005*  0.055
Total, AGV (mmol/L) 137.86d 171.79bc 188.33abc 220.87a 155.55cd 160.36cd 187.34bcd 199.20ab 170 183.3 <0.001* 0.014* 5.191

AGV, Mmol/L
Acético (A) 92.00c  111.35bc 122.56ab  145.10a 103.11bc 104.43bc  124.91ab 145.20a 111.1 123.4 <0.001* 0.004* 3.340
Propiénico (P) 35.23e  4556bcd 51.75ab 60.55a 40.52de 42.98bcde  49.62bc 40.78cde 45.67 46.84 <0.001* 0.404 1.301
Butirico 10.63d 14.87ab 14.01abc 15.20a 11.92cd 12.94bcd 12.80bcd 13.22abcd 13.28 13.11 <0.001* 0.611 0.272

*Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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Tabla 8. Produccidon de AGV de dietas pastoriles con la inclusion de diferentes genotipos de T. diversifolia bajo
condiciones de trépico alto

. Dietas C. clandestinus &
Parametro Gen1 + Gen2 + Gen3 + Gen4 + Gen5 + Gen6 + Gen7 + 100% p- EEM
brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha value
24 horas
AGV, mol/100 mol

Acético (A) 68.38 67.89 72.93 68.83 65.89 73.36 72.72 72.38 0.1735 1.115
Propiédnico (P) 22.92 24.74 19.62 23.24 25.68 18.87 19.59 18.37 0.1223 1.057
Butirico 8.68 7.36 7.44 7.92 8.42 7.76 7.67 9.237 0.112 0.194
Relacion (A:P) 2.98 2.74 3.72 2.96 2.57 3.89 3.71 3.94 0.109 0.159
Total, AGV (mmol/L) 89.06 99.02 109.77 85.83 107.99 96.8 101.14 83.47 0.3375 3.798

AGV, Mmol/L
Acético (A) 61.26 68.29 82.29 59.99 72.51 71.32 73.33 62.09 0.535 3.243
Propionico (P) 20.09abs 23.58ab 19.34abc 19.20abc 26.44a 18.04bc 20.10abc 13.68c 0.004* 0.954
Butirico 7.71 7.15 8.13 6.64 9.04 743 7.71 7.71 0.362 0.258
Relacion (A:P) 2.46 242 3.46 2.64 2.21 3.18 3.08 3.68 0.108 0.159

72 horas
AGV, mol/100 mol

Acético (A) 64.93 65.97 62.93 62.65 61.99 62.11 67.59 68.39 0.405 1.273
Propiédnico (P) 25.22 24.93 27.33 27.95 28.93 28.42 24.12 23.13 0.455 1.166
Butirico 9.85 9.11 8.74 9.41 9.08 947 8.29 8.48 0.274 0.337
Relacion (A:P) 2.57 2.65 2.30 2.24 2.14 2.19 2.80 2.96 0.208 0.115
Total, AGV (mmol/L) 158.16 186.7 186.46 158.87 187.84 177.52 187.77 163.51 0.139 1.705

AGV, Mmol/L
Acético (A) 102.63 126.02 130.11 103.14 122.31 121.55 131.89 117.74 0.3171 3.943
Propidnico (P) 40.99ab 45.55a 41.53ab 40.81ab 50.02a 41.74ab 41.02ab 30.46b 0.020* 1.414
Butirico 14.52 15.13 14.82 14.93 15.52 14.23 14.89 15.31 0.978 0.289

*Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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diferentes genotipos de T. diversifolia bajo condiciones de tropico bajo

Tabla 9. Produccion de metano durante la fermentacion de dietas pastoriles con la inclusién de

Dietas U. Fertilizacion Dieta Fertilizacion
Parametro Gen1 + Gen2 + Gen3+ Gen4+ Gen5+ Gen6 + Gen7 + brizantha No Si p- value EEM
brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha 100%

24 horas

Ym (%) 3.35b 3.31b 3.25b 3.38b 3.56ab 3.47ab 3.34b 4.16a 3.34 3.54 0.014* 0.035* 0.094

mg de CHs/g de MSI  10.43ab 10.32ab 10.11b  10.51ab 11.10ab 10.79ab 10.38ab 12.53a 10.35 11.01 0.030* 0.029 0.289

mg de CHisJ/gde MSD 22.07b 22.52ab 21.45b 21.74b 22.45ab 22.17b 21.77b 26.24a 23.02 21.49 0.034* 0.005* 0.431
72 horas

Ym (%) 8.18b 8.13b 8.17b 7.85b 8.26b 8.29ab 7.99b 9.19a 8.17 8.23 0.001* 0.504 0.071

mg de CHs/g de MSI  2546ab 25.28b 2543ab 24.36b 25.74ab 25.80ab 24.86b 27.69a 25.32 25.58 0.006* 0.379 0.204

mg de CHs/g de MSD  37.66b 37.69b 37.72b 35.99b 38.20b 38.15b 36.88b 43.26a 38.37 37.42 0.007* 0.084 0.393

Ym (%): porcentaje de la energia bruta contenida en el alimento perdida como CH4; MSI: materia seca incubada; MSD: materia seca degradada.

*Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Tabla 10. Produccion de metano durante la fermentacion de dietas pastoriles con la inclusion de diferentes genotipos de T.

diversifolia bajo condiciones de trépico alto

. Dietas C. clandestinus Dieta
Parametro Gen1 + Gen2 + Gen3 + Gen4 + Gen5 + Gen6 + Gen7 + 100% p- value EEM
brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha brizantha
24 horas
Ym (%) 4.68 4.92 4.82 5.16 4.77 5.02 4.49 5.16 0.551 0.083
mg de CH4/g de MSI 14.69 15.46 15.13 16.29 15.05 15.76 14.04 16.12 0.407 0.246
mg de CH./g de MSD 24.60 24.51 25.33 26.25 26.57 24.70 22.61 24.02 0.518 0.441
72 horas
Ym (%) 712 7.05 6.27 7.02 7.01 6.80 6.74 7.19 0.425 0.124
mg de CH4/g de MSI 22.68 22.12 19.68 22.18 22.14 21.41 21.07 22.48 0.460 0.386
mg de CH./g de MSD 32.77 31.77 27.92 32.20 32.15 30.43 30.50 30.54 0.196 0.658

Ym (%): porcentaje de la energia bruta contenida en el alimento perdida como CH4; MSI: materia seca incubada; MSD: materia seca degradada.

*Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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DISCUSION

De acuerdo con los resultados de este estudio, la inclusidn de T. diversifolia tiene un
mayor potencial en pasturas de baja calidad como aquellas del género Urochloa u otras
de origen tropical, su inclusién al 25% de la dieta incrementa la oferta de PC, P, Cay Enl
enun 31, 27, 38 y 11%, respectivamente. Ademas, disminuye el contenido de FDN y FDA
de la dieta en un 15y 19%, respectivamente. Por otro lado, sus bajos contenidos de fibra
favorecen la degradabilidad de la MS, lo cual beneficia un mayor aprovechamiento de los
nutrientes (9% mas comparado con una dieta de solo pastura) y por ende una mayor
productividad animal (Mahecha et al., 2017). Segun Ferreira et al. (2016) T. diversifolia
cuenta también con la particularidad de modificar muy poco su calidad nutricional con la
edad, razén por cual puede ser usada bajo diferentes condiciones de produccion y de
manejo.

Para el caso de la inclusiéon de T. diversifolia en dietas basadas en pasturas de mayor
calidad como C. clandestinus, si bien esta especie modifica la oferta de nutrientes
(p<0.05) su efecto es menor. Segun Mejia-Diaz et al. (2017) |la oferta de T. diversifolia en
sistemas de tropico de altura basados en C. clandestinus favorecen el incremento del
consumo total de MS vy, por su calidad nutricional esta arbustiva puede reemplazar
parcialmente la oferta de alimentos concentrados comerciales disminuyendo los costos
de produccion sin afectar la produccion o la calidad de la leche. La capacidad de T.
diversifolia de reemplazar parcialmente alimentos comerciales también ha sido evaluado
por Ribeiro et al. (2016), quienes encontraron que esta arbustiva por su calidad nutricional
puedo reemplazar el 15.5% del alimento concentrado de vacas lecheras de alta
produccion (22.5 I/animal/dia) sin afecta el consumo total de MS, el balance de N, la
calidad y la cantidad de leche producida.

Los resultados encontrados en este estudio evidencian que independiente del genotipo
de T. diversifolia usado, esta especie ofrece altos contenidos de nutrientes. Esta
condicion igualmente ha sido reportada por autores como La O et al. (2012) quienes, a
pesar de que indicaron diferencias significativas entre ecotipos, todos presentaron altos
valores nutricionales.

Con relacion a los parametros de fermentaciéon evaluados, la inclusion de T. diversifolia
modul6é su comportamiento especialmente en las dietas con U. brizantha, pero algunos
ecotipos presentaron diferencias entre si (Tabla 3). Autores como Mahecha et al. (2017)
y Galindo-Blanco et al. (2018) mencionan que debido a la composicion quimica y
fitoquimica de T. diversifolia, esta especie modifica los productos de fermentacion cuando
es incluida en dietas basadas en pasturas. Los cambios en la produccion de gas pueden
deberse a la menor concentraciéon de carbohidratos insolubles (Barahona y Sanchez,
2005) y mayor oferta de nutrientes de facil fermentacién, asi como a la optimizacion de
la fermentacion microbiana con la presencia de este arbusto proteico en el medio de
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incubacion. Dhanoa et al. (2000) y Fondevilla y Barrios (2001) reportaron que los
microorganismos ruminales y sus enzimas atacan primeramente a los carbohidratos
facilmente fermentables y luego, con la colonizacion de la fibra y su degradacion, se logra
incrementar la produccién de gases. Segun Gallego-Castro et al. (2017) T. diversifolia
contiene valores de proteinas solubles de hasta 40% de la proteina total, altos valores de
azucares totales (39.8%) y carbohidratos solubles en agua (7.2%), por lo cual se afecta
la dinamica de fermentacion.

Si bien el TMPG vy la FL presentaron diferencias significativas entre las dietas que
incluyeron T. diversifolia y la dieta testigo basada en U. brizantha, no todos los ecotipos
presentaron el mismo comportamiento, describiendo diferencias entre ellos (p<0.05). En
una evaluacién hecha por La O et al. (2012), se encontraron diferencias en los parametros
de fermentacién y de degradacion de nueve ecotipos de T. diversifolia. Estos autores
identificaron una alta variabilidad en los parametros a, b, a + b y ¢ segun el modelo Orskov
y McDonald (1979) en cada uno de los ecotipos, con valores desde 1.95 a 24.99; 58.20
a 95.53, 83.62 a 99.5 y 0.09 a 0.39 para a, b, atb y c, respectivamente, y comentaron
que esto puede deberse a variaciones quimicas y fisicas dentro de los ecotipos que
modifican su fermentacion gracias a la interaccion genotipo-ambiente.

La cuantificacion de la producciéon de gas juega un papel importante porque permite
conocer y analizar el valor nutritivo de los alimentos, la velocidad a la que estos o sus
componentes quimicos son digeridos en el rumen y la extension de la digestion. Los
resultados encontrados evidencian la modificacion en los parametros de fermentacién
cuando se incluyd T. diversifolia alterando los parametros de FL y TMPG en dietas
basadas en U. brizantha. La velocidad a la que diferentes componentes quimicos son
fermentados es un reflejo del crecimiento microbiano y accesibilidad por parte de estos a
la alimentacion (Getachew et al., 2004) por lo cual se espera una mayor eficiencia en la
fermentaciéon en las dietas con U. brizantha especialmente cuando se incluyeron los
genotipos 1,4,5y 6y 7 (Tabla 3). Se ha reportado que los alimentos ricos en precursores
de acido propidnico (ej. los ricos en almidén) producen menos gas que aquellos ricos en
precursores de los acidos acético y butirico (Beever y Mould, 2000).

Es bien conocido que un aumento en la proporcion de especies arbustivas alternativas
en la dieta de los rumiantes conduce a una modificacién de la produccion de AGV y
reduccion en la emision de CHs como fue el caso de este estudio (Terry et al., 2016;
Ribeiro et al., 2017; Molina et al., 2016). Otros estudios han indicado que la inclusion de
especies alternativas puede conducir a un aumento en la ingesta de MS (Cuartas et al.,
2015; Gaviria-Uribe et al., 2015), una fermentacion ruminal mas eficiente y cambios en
las poblaciones microbianas en el rumen dado a la alteracién de la composicion fisica y
quimica de la dieta como por ejemplo menores cantidades de fibra y mayor aporte de PC
y compuestos fitoquimicos (Rivera et al., 2013; Terry et al., 2016; Mahecha et al., 2017).
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Las diferencias encontradas en algunos parametros en las dietas con U. brizantha
probablemente se debieron a estos cambios por el uso de T. diversifolia.

Las proporciones y cantidades de AGV producidas a partir de la fermentacion son el
resultado del sustrato y la velocidad a la que ocurre la degradacion. Las bacterias
fibroliticas se adhieren a las particulas, por lo que el grado en que el tamafo de particula
del forraje se reduce durante la masticacion (o la preparacion del forraje para estudios in
vitro) afectara la produccién de AGV (Terry et al., 2016). En el presente estudio, la
inclusion de T. diversifolia en la dieta disminuy6 la cantidad total de AGV, modificé la
proporcion de acetato y butirico, pero solo cuando se utilizé U. brizantha como dieta base.
El cambio de las concentraciones de AGV a partir de un cambio de las fuentes forrajeras
en el forraje puede explicarse por la menor porcidon de carbohidratos estructurales
(celulosa, hemicelulosa) en la dieta, que se fermentan lentamente como pudo darse en
las dietas con U. brizantha donde la FDN y FDA fue de 63.7 y 46.1, respectivamente. El
aumento de los carbohidratos estructurales en la dieta promueve la produccién de AGV
hacia el acetato y en menor proporcién hacia el propionato y butirato (Martin et al., 2008).
Por su parte, la no diferencia encontrada en las dietas con C. clandestinus se debio
probablemente a su mayor calidad nutricional como por ejemplo menor cantidad de FDN
y FDA. Ribeiro et al. (2017) encontraron resultados similares a los reportados en este
estudio, al evaluar la sustitucion parcial de alimentos concentrados basados en cafa de
azucar, soya y maiz hasta un 15% sin encontrar diferencias en la producciéon de AGV.

Finalmente, con relacion a las emisiones de CHg, la inclusion de T. diversifolia disminuyo
su produccion en las dietas con en U. brizantha (Tabla 9). Delgado et al. (2012) reportaron
que T. diversifolia posee propiedades reductoras de metano cuando se suplementa al
30% en una dieta basada en pasto Cynodon nlemfuensis e indicaron que esto se debid
a la presencia de metabolitos secundarios en T. diversifolia, como taninos condensados
y saponinas. De acuerdo con Chagas-Paula et al. (2012) y Ejelonu et al., (2017) T.
diversifolia contiene mas de 150 compuestos fitoquimicos particularmente lactonas
sesquiterpénicas, diterpenos, flavonoides, taninos y saponinas, razén por la cual pueden
modificar las poblaciones microbianas a nivel de rumen sin afectar la degradabilidad y
aprovechamiento de los nutrientes en la dieta. La presencia de estos metabolitos y la
calidad quimica y fisica de los diferentes ecotipos de T. diversifolia evaluados
probablemente fueron las causas en la disminucion de CH4 cuando se mezclaron con U.
brizantha.

Los resultados de este estudio donde se determinaron las concentraciones de fenoles
totales y taninos (Tablas 1 y 2) demuestran que T. diversifolia no contiene valores por
encima de los encontrados en U. brizantha y C. clandestinus.

Algunos estudios han evaluado el efecto de T. diversifolia sobre las emisiones de CHg
(Molina et al.,, 2015; Donney’s et al., 2015; Terry et al., 2016; Ribeiro et al., 2017;
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Cardona-lglesias et al., 2017), aunque los resultados son contradictorios. Segun los
resultados de estos estudios, el efecto de T. diversifolia sobre las emisiones de CHa4
depende del porcentaje de inclusion en la dieta, la calidad de dieta base y al parecer
algunos ecotipos de esta especie ofrecen mayor cantidad de compuestos fitoquimicos
como por ejemplo aceites esenciales y polifenoles. Los resultados encontrados en este
estudio se encontraron por encima de lo reportado por Donney’s et al. (2015) en un
estudio in vitro de dietas basadas en U. decumbens y C. clandestinus quienes no
encontraron reducciones de CHs, y estuvieron por debajo en un 10% de los valores
reportados por Molina et al. (2015) en un estudio in vivo por la técnica de Politunel; estos
mismos autores no encontraron diferencias entre dietas con T. diversifolia y sin la
inclusion de esta arbustiva (p = 0.645).

Los bajos tenores de FDA (<40%) y FDN (<50%), los aceptables porcentajes de
carbohidratos solubles (>12%), la alta degradabilidad (>70%) y los altos contenidos de
PC (>20%), se perfilan como las principales caracteristicas proximales para disminuir CH4
a nivel ruminal. Yan et al. (2006) reportaron que disminuir al 1% los contenidos de FDN
y FDA, reduce en 2.01 y 2.26 | CH4 por Kg de MSC, respectivamente. Estos mismos
autores coinciden igualmente que por cada 1% que aumente la proteina, el metano
disminuye en 6.22 | kg”' de materia seca consumida. De igual forma el consumo de
praderas menos lignificadas tiene un claro efecto en la digestibilidad ruminal y la tasa de
pasaje (O Mara, 2004); es asi como, estudios desarrollados por Blaxter y Clapperton
(1965) han informado que al disminuir la digestibilidad de los forrajes de 75 a 55%, la
emision de metano puede aumentar de 306 a 499 g/dia.

Segun el analisis proximal de T. diversifolia, su oferta por encima de un 25% como MS
de la dieta total podria ejercer efectos en la disminucién de CHa. Esto se da al aumentar
la PC de la dieta (se aumentaria un 34% con pasturas del 9% de PC y 28 % en T.
diversifolia como lo encontrado en este estudio), mejorar las tasas de pasaje por su
disposicion fisica en rumen y por la disminucion del FDN y FDA total de la dieta (se
pasaria de 63 a 55.5% la FDN en la dieta total con valores de 63% y 32% para alguna
pastura tropical y Tithonia respectivamente).

En cuanto los compuestos fitoquimicos, T. diversifolia presenta valores relativamente
bajos y variables para taninos, saponinas y flavonoides como se describi6é anteriormente
pues no se encontraron diferencias entre las gramineas y los genotipos de T. diversifolia
(Tablas 1y 2). Otros estudios han encontrados que el nivel de taninos extractables totales
puede estar entre 29.2 y 37.7 gramos por kilogramo de MS, para hojas maduras y
jévenes, respectivamente (Maina et al., 2012). En un estudio realizado en Colombia, se
reportaron para plantas adultas de T. diversifolia (hojas y peciolos), valores de polifenoles
de 6.3 g/kg MS, de taninos totales de 5.4 g/kg MS, de taninos condensados de 6.6 g/kg
MS (Santacoloma y Granados, 2012) y un valor bajo de saponinas (2.5 mm de altura en
espuma). Debido a que se considera que la concentracion ideal de taninos en la dieta de
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bovinos debe variar entre el 2 y 4% de la materia seca (Barry y McNabb, 1999), seria
necesario lograr consumos en altas cantidades de esta arbustiva (>40%) para lograr
estos valores de taninos y asi ejercer efectos sobre CHs ruminal. Estos estudios
confirman que bajo otras condiciones T. diversifolia puede tener contenidos de taninos
mas altos que los encontrados en este estudio.

A pesar de lo anterior y de los bajos contenidos de Taninos identificados en este estudio,
los resultados encontrados por Galindo et al. (2011) demuestran que la inclusion de T.
diversifolia puede reducir la poblacién de protozoos y los metanégenos ruminales cuando
se evalua en condiciones in vitro a niveles por encima del 15% de la MS. La posibilidad
de generar menores cantidades de CH4 también se puede deber al incremento de la
degradabilidad dada por menor contenido de fibra en la dieta, a pensar que entre las
mezclas no se encontrd diferencias, la inclusion de T. diversifolia si aumentd la
degradacion de la MS frente a la dieta de solo U. brizantha y a la presencia de otros
compuestos fitoquimicos como aceites esenciales.

Los resultados encontrados en este estudio son muy importantes porque sugieren que
bajo condiciones de tropico bajo T. diversifolia tiene potencial de mitigar las emisiones de
CHs. En estas condiciones de produccion identificar alternativas de mitigacion es muy
importante porque as dietas ofrecidas alli se caracterizan por ser de mala calidad, lo cual
se asocia a altas emisiones de CHa, y porque en estas condiciones se encuentra la mayor
parte del inventario bovino de los paises tropicales y subtropicales.

CONCLUSIONES

El uso de T. diversifolia en dietas tanto de trépico alto como de bajo en Colombia mejora
la oferta de nutrientes, especialmente de PC, energia y minerales, y disminuye los
porcentajes de fibra. Ademas, por sus caracteristicas quimicas y contenido de nutrientes,
esta arbustiva modifica los parametros de fermentacién incrementando la generacion de
acido propidnico, la eficiencia general del proceso fermentativo, y disminuyendo la
proporcion A:P con algunas diferencias entre genotipos en dietas basadas en U.
brizantha. Finalmente, se sugiere que T. diversifolia en dietas de baja calidad puede
disminuir las emisiones de CHs bajo condiciones in vitro independiente del genotipo u
origen del material utilizado bajo condiciones de tropico bajo, donde encontrar opciones
para reducir dichas emisiones es una tarea de gran importancia, dado el gran niumero de
animales y su baja productividad. Se recomienda adalantar experimentos in vivo con
diferentes inclusiones de T. diverisfolia para corroborar los resultados encontrados.
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Capitulo 5. Propagacion de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Los resultados consignados en este segmento corresponden al capitulo 5 de la tesis, y
seran sometidos como articulo cientifico en la Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias
ISSN:2428-6698 (Online).

Parametros de propagacion y crecimiento de ecotipos destacados de Tithonia
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RESUMEN

La propagacion eficiente de especies vegetales con alto potencial alimenticio juega un
papel fundamental en su adopcion y utilizaciéon por parte de los productores. Es
importante, por tanto, desarrollar métodos econdmicos y rapidos para permitir el
establecimiento exitoso de sistemas basados en gramineas y arbustivas. Con el objetivo
de conocer algunos aspectos reproductivos de diferentes genotipos destacados de T.
diversifolia y asi favorecer su propagacion y mejor uso, se evaludé su potencial de
germinacion, produccion de semilla y duracion del ciclo reproductivo bajo condiciones
tropicales. Se usaron 42 parcelas experimentales dispuestas en un disefio de bloques
completos al azar con siete genotipos de T. diversifolia y dos niveles de fertilizacion en
las que se midié la duracion de la fase vegetativa y reproductiva, mientras que la
germinacién fue medida en laboratorio. Los genotipos tuvieron diferencias significativas
en todas las variables agrondmicas y de produccion de semilla a excepcion del tiempo
de secado de aquenios y en el porcentaje de semillas rudimentarias (p< 0.05); los
genotipos 1y 2 fueron los que presentaron mayores tiempos. Con relacién a la produccién
de semilla sexual, la fertilizacion tuvo efecto significado (p< 0.05) y en general incrementé
el tiempo de las fases evaluadas. La mayor produccién de semilla se di6é en los genotipos
7 y 5. Finalmente, el porcentaje de germinacion tuvo diferencias significativas entre
genotipos y entre los tratamientos (p =0.000118) con mayores porcentajes en los
genotipos 3 y 6. Se concluye que a pesar de la baja viabilidad de la semilla sexual de T.
diversifolia existen genotipos con un mayor potencial de produccion de semilla y
porcentaje de germinacion, parametros que pueden ser mejorados por medio de
tratamientos pre-germinativos y el uso de fertilizantes.
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Palabras clave: Fase reproductiva, fase vegetativa, germinacion, semilla sexual,
viabilidad de la semilla.

ABSTRACT

The efficient propagation of plant species with high nutritional potential plays a
fundamental role in their adoption and use by producers. Therefore, it is important to
develop inexpensive and rapid methods to allow the successful establishment of grass
and shrub-based systems. In order to have information about some reproductive traits of
different T. diversifolia genotypes and thus favor its propagation and better use, their
germination potential, seed production and duration of the reproductive cycle were
evaluated under tropical conditions. Forty-two experimental plots arranged in a
randomized complete block design with seven genotypes of T. diversifolia and two levels
of fertilization were used, in which the duration of the vegetative and reproductive phases
was measured, while germination was measured in the laboratory. The different
genotypes evaluated had significant differences in all variables measured except to the
drying time of achenes and the percentage of rudimentary seeds (p <0.05). Regarding the
production of sexual seed, fertilization had a significant effect (p <0.05) and in general
increased the time of the phases evaluated. The highest seed production occurred in
genotypes 7 and 5. Finally, regarding the germination percentage there were significant
differences between genotypes in the three treatments evaluated and additionally there
were differences between the genotypes (p = 0.000118), with higher percentages in
genotypes 3 and 6. It is concluded that despite the low viability of the sexual seed of T.
diversifolia there are genotypes with a greater potential for seed production and
germination percentage which can be improved through pre-germination treatments and
fertilization.

Keywords: Germination, reproductive phase, sexual seed, seed viability, vegetative
phase.

INTRODUCCION

La inclusion de plantas forrajeras altamente proteicas y con bajo contenido de fibra en la
dieta de bovinos, resulta en un incremento de la calidad de la biomasa forrajera, que, a
su vez, se traduce en un aumento de la produccion de leche y carne (Barahona y
Sanchez, 2005; Schultze-Kraft et al.,, 2018). Por esta razén, una adecuada vy eficiente
propagacion debe ser un objetivo de estudio para mejorar su utilizacion.

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray es una arbustiva de la familia Asteraceae que, por
su facultad de adaptacion a multiples condiciones ambientales, edaficas y de manejo,
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capacidad de rebrote y rapido crecimiento, y alto valor y aporte nutricional, ha demostrado
su potencial para la alimentacion animal (Ribeiro et al., 2015; Mauricio et al., 2017; Rivera
et al., 2018). T. diversifolia puede reproducirse tanto por semilla gamica como por semilla
asexual, confiriéndole gran capacidad de reproduccion y colonizacion de nuevos habitats
(Ruiz et al., 2009; Obukohwo y Umar, 2014). Esta especie florece y produce semillas
durante todo el afio especialmente en los meses de octubre y noviembre, aunque por
condiciones ambientales puede ser de floracién anual (Pérez et al., 2009; Chagas-Paula
et al., 2012). Las plantas tipicamente maduras producen entre 80,000 a 160,000 semillas
por metro cuadrado anualmente, de las cuales se desarrollan completamente el 70%. Sin
embargo, autores como Alcorcés (1996) y Obukohwo y Umar (2014) reportaron
porcentajes de germinacién por debajo del 30% en condiciones naturales.

Aunque observaciones de campo indican que T. diversifolia tiene una gran capacidad
para crecer clonalmente (Ruiz et al., 2009), en la actualidad se sabe que material
proveniente de semilla sexual puede favorecer el desarrollo de sistemas radiculares mas
extensos, plantas mas vigorosas, mayor persistencia de los cultivos y recuperacion mas
rapida después del corte o pastoreo. Sin embargo, aun es dificil alcanzar material seminal
de buena calidad (Romero et al., 2014), y adicionalmente, dentro de esta especie existen
genotipos con diferentes capacidades de germinacion (Ruiz et al., 2017).

Segun Alcorcés et al., (2007), aproximadamente el 65% de los granos de polen carecen
de nucleos espermaticos, generando una fertilidad cercana al 30%. De igual manera, al
estudiar el desarrollo de la microsporogénesis, se reconocen anormalidades
cromosomicas en 32% de células en metafase | y anafase |, identificando cromosomas
rezagados. Por otro lado, las razones de la esterilidad del polen en T. diversifolia podrian
converger en las irregularidades observadas en su division meidtica. La presencia de
cromosomas rezagados en anafase | puede deberse a la falta de tension que las enzimas
sensitivas del cinetocoro ejercen sobre las fuerzas del huso, evitando asi el arrastre de
los cromosomas hacia los polos (Taylor et al., 2004).

Con el objetivo de conocer algunos aspectos reproductivos de genotipos destacados de
T. diversifolia y asi favorecer su propagacion y mejor uso, se evalud el potencial de
germinacion, su desarrollo vegetativo y produccion de semillas viables bajo condiciones
tropicales.

MATERIALES Y METODOS
Genotipos evaluados
Fueron evaluados los siete genotipos destacados de T. diversifolia identificados por

Rivera et al. (2017), colectados en diferentes sitios de Colombia orientados a la
produccion bovina bajo pastoreo.
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Localizacion

Las mediciones se desarrollaron en el municipio de San Luis de Cubarral (Meta,
Colombia), Finca El Porvenir a 3°47'21.43"N, 73°49'15.93"0 a una altura sobre el nivel
del mar de 530 m. El sitio cuenta con una precipitacion media anual de 4100 mm, una
temperatura promedio de 24.8°C y se ubica en la zona de vida de bosque humedo tropical
(bh-T) (Holdridge, 1986).

Medicion de condiciones ambientales

Durante todo el periodo de muestreo las variables ambientales de precipitacion (mm),
temperatura (°C), humedad relativa (%), radiacion solar (W/m?), punto de rocio (°C),
velocidad del viento (m/s) e indice THSW (sensacion térmica a causa del viento, la
humedad relativa, la irradiancia (radiacion solar instantanea) y la temperatura °C) fueron
monitoreadas por medio de una estacion meteorolégica Vantage Pro 2™ (Davis ®).

Analisis de suelos

Las variables quimicas y fisicas del suelo medidas fueron: pH, C.E (dS/m), capacidad de
campo (%), punto de marchitez permanente (%), densidad aparente (g/cc), carbono
organico (%), materia organica (%), textura, potasio intercambiable (mg/kg), calcio
intercambiable (mg/kg), magnesio intercambiable (mg/kg), sodio intercambiable (mg/kg),
acidez intercambiable (mg/kg), hierro (mg/kg), manganeso (mg/kg), cobre (mg/kg), zinc
(mg/kg), boro (mg/kg), fosforo (mg/kg), azufre (mg/kg) y C.I.C.E. (meq/100g).

Variables de crecimiento y reproduccion

Las variables de duracion de la fase vegetativa (dias), duracién de la fase reproductiva
(dias), duracion del secado de aquenios (dias), fase de floracion (dias), cabezuelas por
plantas (#), semillas por cabezuela (#), semillas por planta (#), semillas llenas (%),
semillas vacias (%) y semillas rudimentarias (%), fueron medidas en los siete genotipos
de T. diversifolia evaluados.

Las duracion de la fase vegetativa fue determinada desde el momento de corte de las
plantas hasta el inicio de la floracion de mas del 50% de los individuos que conformaban
las parcelas experimentales; la duracién de la fase reproductiva fue desde el momento
de la aparicion de botones florales hasta la caida de pétalos en el 50% de las plantas; la
duracion de secado de aquenios fue desde la caida de pétalos en las plantas hasta lograr
un color marrén oscuro de las cabezuelas y la fase de floracién fue la sumatoria de las
fases vegetativa, reproductiva y secado de aquenios. Las variables de cabezuelas por
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plantas (#), semillas por cabezuela (#), semillas por planta (#), semillas llenas (%),
semillas vacias (%) y semillas rudimentarias (%), fueron medidas de forma manual y en
cinco plantas de cada una de las parcelas experimentales.

Germinacion de la semilla sexual

Se evaluaron dos tratamientos pre-germinativos y un tratamiento sin proceso previo
(Tratamiento 1). Los tratamientos pre-germinativos fueron: agua a 80°C durante 10
minutos (Tratamiento 2) siguiendo las recomendaciones de Akinola et al. (2000), Agboola
et al. (2005) y Nasreen et al. (2015), y acido sulfurico al 50% (H2SO4) durante 5 minutos
(Tratamiento 3) (Muoghalu y Chuba, 2005). La semilla estuvo almacenada durante 4
meses después de ser colectada con el objetivo de disminuir la latencia fisiolégica de la
semilla (Agboola et al. 2005; Santos-Gally et al. 2019), y la germinacién fue evaluada en
macetas experimentales en laboratorio durante 20 dias.

Disefio experimental y analisis de la informacion

Los siete genotipos de T. diversifolia fueron establecidos en parcelas experimentales en
un disefio de bloques completos al azar con dos factores, los genotipos y los niveles de
fertilizacion. Cada material conté con tres repeticiones las cuales estuvieron conformadas
por 36 plantas cada una (0.8 m x 0.8 m) y dos niveles de fertilizacion (cero fertilizacion y
fertilizacion de acuerdo con la extraccion de nutrientes a los 40 dias de crecimiento
(Botero, 2017). EI modelo matematico de este disefio se presenta en la ecuacion 1.

yKklj =p+ak+yl +EKI+EKI+Bj+oklj
Ecuacion 1. Modelo general de un disefo de bloques completos al azar

Donde:

yklj = Observacion en la unidad experimental de la variable a evaluar; y = es la media del efecto general;
ak = efecto del factor k (materiales colectados 1, 2, 3...7); yl = efecto del factor | (nivel de fertilizacion 1,2...);
Bj = efecto del bloque j; ¢kl = interaccion de los dos factores; oklj = valor aleatorio, error experimental de la
unidad experimental lkj.

Todos los analisis fueron realizados en la herramienta RStudio usando la libreria
“agricolae” (R Core Team 2019). Para los analisis se evalué la normalidad, homogeneidad
de la varianza y de aditividad, ademas, cuando fue identificada diferencia entre las medias
se utilizdé la prueba de contraste de Tukey con un nivel de significancia de 0.05.
Finalmente, cuando los grupos de datos no cumplieron con las condiciones para un
analisis paramétrico, fue usada la prueba de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para las
comparaciones.
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RESULTADOS

Condiciones ambientales

La Figura 1 muestra las condiciones ambientales observadas durante el periodo de
evaluacion. Segun los registros obtenidos en el sitio de experimentacion, la temperatura

promedio fue de 23.9 +

1.2 °C, la humedad relativa fue de 83.4 £ 5%, el punto de rocio

promedio fue 20.8 £ 0.6 °C, la velocidad del viento fue de 0.7 £ 0.2, el indice THSW

promedio fue 26.7 £ 2.1 °C,
acuminada fue de 556.2 mm.
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Figura 1. Condiciones ambientales observadas durante el periodo de experimentaciéon

Las principales caracteristicas quimicas y fisicas de los suelos donde se encontraron las
parcelas experimentales se muestran en la Tabla 1. Cada uno de bloques que
conformaron el disefio experimental fue analizado. Los suelos fueron acidos y
presentaron baja fertilidad por limitado aporte de nutrientes, caracteristicas habitualmente
encontradas bajo condiciones tropicales.

Tabla 1. Caracteristicas quimicas y fisicas del suelo

item Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
pH 4.71 4.73 4.67
C.E (dS/m) 0.07 0.06 0.06
Capacidad de campo (%) 18.5 15.8 13.8
Punto de marchitez 925 79 6.9
permanente (%)
Densidad aparente (g/cc) 1.51 1.46 1.44
Carbono organico (%) 1.02 0.88 0.62
Materia organica (%) 1.76 1.52 1.07
Arena (%) 68 60 50
Limo (%) 12 16 18
Arcilla (%) 20 24 32
Franco - Arcillo - Franco - Arcillo - Franco - Arcillo -
Textura Arenoso Arenoso Arenoso
Potasio intercambiable 234 234 15.6
(mg/kg)
Calcio intercambiable (mg/kg) 274 130 132
Magnesio intercambiable o4 16.8 18
(mg/kg)
Sodio intercambiable (mg/kg) 23 18.4 16.1
Acidez intercambiable (mg/kg) 218 219 172
Hierro (mg/kg) 305 358 459
Manganeso (mg/kg) 9.6 6 3.3
Cobre (mg/kg) 1 0.75 0.53
Zinc (mg/kg) 0.7 04 04
Boro (mg/kg) 0.1 0.17 0.13
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Fosforo (mg/kg) 7.6 3.7 5.5
Azufre (mg/kg) 7.8 9.6 3.6
C.I.C.E. (meq/100g) 3.64 3.35 2.82

pH: potencial de hidrogeniones; C.E.: conductividad eléctrica; mg: miligramos; kg: kilogramos; C.I.C.E.:
capacidad de intercambio catiénico.

Fases de desarrollo

Los genotipos evaluados tuvieron diferencias significativas en todas las variables de
desarrollo a excepcion del tiempo de secado de aquenios y del porcentaje de semillas
rudimentarias (p<0.05) (Tabla 2). El genotipo 1 (140.1 dias) fue el material que tomé
mayor tiempo en la sumatoria de las etapas de crecimiento y desarrollo (fase de floracion)
y el genotipo 4 (127.2 dias) fue el que presentdé menores tiempos con diferencias
significativas (p< 0.05).

Con relacion a la produccion de semilla sexual, la fertilizaciéon tuvo efecto significado al
generar 2.14 veces mas semillas (p< 0.05) y en general incrementé el tiempo de las fases
evaluadas en aproximadamente 5 dias. Los genotipos 5 y 7 fueron los materiales con
mayor produccion de cabezuelas por plantas, mayor porcentaje de semillas llenas y
presentaron el nimero mas alto de semillas por planta (Tabla 2), esto asociado
probablemente a su mayor numero de ramas. De igual forma se destaca el alto porcentaje
de semillas vacias en todos los genotipos, asi como de semillas rudimentarias,
observandose que mas del 30% de las semillas no tienen viabilidad fisica.

Germinacion

En la Tabla 3 se presenta el porcentaje de germinacion de la semilla sexual de los
genotipos evaluados con tres tratamientos usados. De acuerdo con los resultados
obtenidos hubo diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (p =0.000118).
En promedio los porcentajes de germinacién fueron 46.87, 53.53 y 25.97 para el
tratamiento testigo, uso de agua a 80°C y acido sulfurico, respectivamente, y este proceso
inicio a los tres dias después de la siembra.

La germinacion de las semillas sin tratamiento fue significativamente menor en el
genotipo 1 que los otros 6 genotipos (p<0.0001). Ademas, este mismo genotipo tuvo los
valores mas bajos cuando se uso el tratamiento con agua y de acido sulfurico, aunque
no tuvo diferencias significativas con los genotipos 2 y 7. De otro lado la fertilizaciéon
incrementd en promedio 9.2% la germinacion de los diferentes genotipos y el tratamiento
que logré mayor germinacion fue el uso de agua a 80°C y el tratamiento con menor
germinacion fue el que utilizé acido sulfurico. En general los genotipos 3 y 6 fueron los
que presentaron mayor porcentaje de germinacion, pero solo tuvieron diferencias
significativas frente al genotipo 1.
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Tabla 2. Fases de desarrollo agronémico y produccién de semilla sexual de diferentes genotipos de Tithonia diversifolia

i Genotipo Fertilizacion Genotipo Fertilizacion
Parametro - EEM
Gen1 Gen2 Gen3 Gen4 Gen5 Gen6 Gen7 No Si p- value
Fase vegetativa (dias) 86.83a 84.02a 80.66ab  74.16¢C 76.02bc  80.66ab 76.33bc 77.14 82.48 <0.001* <0.001*  0.920
Fase reproductiva (dias) 31.83a 29.16ab 28.83ab 31.51ab 29.33ab 27.51b 31.33ab 29.86 30.00 0.022* 0.845 0.401
Secado de aquenios (dias) 21.83 21.67 22.67 21.50 23.33 23.33 21.67 2286 21.71 0.670 0.134 0.361
Fase de floracién (dias) 140.5a 134.8ab 132.2bc  127.2c 128.7bc 131.5bc  129.3bc 129.9 1341 <0.001* 0.001* 0.911
Cabezuelas por planta (#) 32.13b 62.96a 46.03ab 53.63ab 70.12a 45.066ab 71.86a 36.35 72.73 0.002* <0.001*  4.141
Semillas por cabezuela (#) 142.4c 155.5ab 149.1bc 152.6ab 153.7ab 156.5ab 164.0c 147.3 159.6 <0.001* <0.001* 1.591
Semillas por planta (#) 4668.1c 10112.8ab 6958.1bc 8237.9abc 10908.2ab 7217.1bc 11946.4a 5460 11697 <0.001* <0.001*  713.1
Semillas llenas (%) 63.50b  69.50a 62.33b 71.16a 69.33a 67.00ab 62.66b 6552 67.48 0.025* 0.244 0.913
Semillas vacias (%) 23.00ab 22.83ab  25.00a 20.00b 20.83b  22.83ab 25.66a 21.48 24.29 0.041* 0.006* 0.565
Semillas rudimentarias (%) 13.50 7.67 12.67 8.83 9.83 10.17 11.67 11.05 10.19  0.059 0.418 0.557
*Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
Tabla 3. Porcentaje de germinacion de la semilla sexual de diferentes genotipos de Tithonia diversifolia
Genotipo Fertilizacion Genotipo Fertilizacion
Tratamiento - EEM
Gen1 Gen2 Gen3 Gend4d Gen5 Gen6 Gen7 No Si p- value

Tratamiento 1 32.62b 45.36a 54.02a 45.82a 47.69a 53.99a 48.62a 42.65 51.11 <0.001 0.002 1.53

Tratamiento 2 39.54b 51.64a 58.18a 54.01a 52.89a 62.23a 56.88a 46.94 59.46 0.001 <0.001 1.89

Tratamiento 3 17.53c 22.31abc 31.97a 30.34ab 19.68a 31.83a 26.59abc 23.36 30.15  0.001 0.025 1.31

Tratamiento 1: sin tratamiento previo; Tratamiento 2: agua a 80°C por 10 minutos; Tratamiento 3: Inmersién en acido sulfurico; *Letras
diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p<0.05).
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DISCUSION

Conocer la fenologia de las especies arbustivas y su potencial de propagacion
permite lograr un mayor aprovechamiento y un uso mas eficiente y econémico. Los
resultados de los tiempos de cada una de las fases evaluadas en este estudio a
pesar de encontrar diferencias significativas entre los genotipos coinciden con lo
reportado por Saavedra (2016). En general los tiempos de crecimiento y desarrollo
fueron modificados por la fertilizacion debido probablemente a la disminucién de
algunos factores de estrés. De acuerdo con Marquez et al. (2007) un uso adecuado
de fertilizacion favorece la produccién de semilla y genera un mejor desarrollo.
Saavedra (2016) al evaluar tres origenes de T. diversifolia, encontré una duracion
del proceso de desarrollo muy similar entre los materiales, con una duracién del
desarrollo vegetativo entre 88 y 137 dias, el proceso de floracion entre 18 y 22 dias,
y una formacion de frutos entre 13 y 18 dias. En cuanto a las semillas llenas, vacias
y rudimentarias, esta misma autora encontrd valores entre 65y 75%; 15.75 a 26%
y 9.31 a 12%, respectivamente.

La produccién de semilla para T. diversifolia también ha sido determinada por
diferentes autores. Etejere y Olayinka (2014) y Etejere y Olayinka (2015) en estudios
en Africa encontraron que esta especie puede producir entre 35 y 212 capitulos por
planta, entre 32 y 62 semillas por capitulo, entre 1,120 a 13,144 semillas por planta
y que 1000 semillas pesan entre 6.42 y 7.5 g. Estos resultados evidencian gran
variabilidad en esta especie y los resultados concuerdan con los encontrados en
esta evaluacion a excepcion del numero de semillas por capitulo, ya que en este
estudio se encontré un mayor numero en todos los genotipos.

Los resultados de este estudio evidencian que los genotipos 5 y 7 fueron los que
tuvieron mayor produccion de cabezuelas por plantas, mayor porcentaje de semillas
llenas y presentaron el numero mas alto de semillas por planta. Ademas, el genotipo
con menor cantidad de produccion de semillas fue el genotipo 1 el cual fue
significativamente menor al de los demas origenes.

T. diversifolia se puede reproducir tanto por semilla gamica como por semilla
asexual, lo que le confiere gran capacidad de reproduccion y colonizacion de nuevos
habitats (Ruiz et al., 2010; Obukohwo y Umar, 2014). Esta especie florece y produce
semillas durante todo el afio especialmente en los meses de octubre y noviembre,
aunque por condiciones ambientales puede ser anual (Pérez et al., 2009; Chagas-
Paula et al., 2012). Las plantas maduras producen de 80,000 a 160,000 semillas
por metro cuadrado anualmente, de las cuales se desarrollan completamente el
70%, pero autores como Alcorcés (1996) y Obukohwo y Umar (2014) reportan
porcentajes de germinacién por debajo del 30% en condiciones naturales.
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Los resultados encontrados en este estudio indican que la germinaciéon de T.
diversifolia durante los primeros meses de pos-cosecha es aceptable, aunque
variable entre genotipos. Algunos autores destacan que esta variabilidad puede
deberse a una latencia fisiologica (Santos-Gally et al., 2019) y a irregularidades
observadas en su division meidtica (Taylor et al., 2004; Alcorcés et al., 2007).
Existen diferencias entre ecotipos en su capacidad de germinacion. Los resultados
encontrados coinciden con lo reportados por Ruiz et al., (2018), quienes en un
estudio de 29 materiales colectados en Cuba hallaron diferencias significativas en
los porcentajes de germinacion los cuales oscilaron entre el 5y el 67%. También
los resultados coinciden con lo encontrado por Padilla et al., (2018), pero estan por
debajo de lo encontrado por Santos-Gally et al., (2019) y Agboola et al., (2006)
quienes alcanzaron porcentajes por encima del 70% en algunos materiales. Los
genotipos 3 y 6 estudiados en esta investigacion fueron los de mayor porcentaje de
germinacion y el genotipo 1 fue el que tuvo menor viabilidad de semillas.

Las limitantes en la reproduccion sexual en T. diversifolia han sido reportados por
Alcorcés et al. (2007). Estos autores encontraron que aproximadamente el 65% de
los granos de polen carecen de nucleos espermaticos, indicando una fertilidad
cercana al 30%. De igual manera al estudiar el desarrollo de la microsporogénesis,
se reconocieron anormalidades cromosoémicas en 32% de células en metafase | y
anafase [, identificando cromosomas rezagados, y en la metafase |l 47% de las
células presentaron asincronia de un juego de cromosomas y cromosomas
rezagados. Se ha observado que en algunas especies de dicotiledoneas los dos
nucleos resultantes de la primera division meio6tica entran asincrénicamente en la
segunda (Gonzalez et al., 2001), lo cual podria resultar en esterilidad masculina,
anomalia que también la han relacionado con la orientacion del huso, cromosomas
rezagados y puentes anafasicos que afectan la conformacion de las tétradas
(Mendes- Bonato et al., 2002). Imery y Cequea (2002), estudiando la
microsporogénesis de Aloe vera, encontraron baja viabilidad del polen (39.3
10.54%), relacionandola con hallazgos tales como: quiasmas persistentes entre
homdlogos grandes y desplazamiento precoz de cromosomas pequenos, presencia
de puentes dicéntricos solitarios 0 acompafados de fragmentos acéntricos en la
meiosis |, asi como también la presencia ocasional de puentes y fragmentos. Esta
situacion puede ser similar a lo que ocurre en especies como T. diversifolia.

De otro lado, las razones de la esterilidad del polen en T. diversifolia también
podrian obedecer a las irregularidades observadas en su division meidtica. La
presencia de cromosomas rezagados en la anafase | puede deberse a la falta de
tensidon que las enzimas sensitivas del cinetocoro ejercen sobre las fuerzas del
huso, evitando asi el arrastre de los cromosomas hacia los polos, o a que al menos
uno de los cromosomas esté desalineado, generando sefales negativas que la
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célula identifica (Taylor et al., 2004).

También es importante mencionar que existen criterios divergentes sobre la
viabilidad y latencia de la semilla de T. diversifolia. Por ejemplo, Santos-Gally et al.
(2019) mencionan que el almacenamiento de la semilla y el momento de coleccién
juegan un importante papel en la viabilidad de la semilla sexual de esta especie.
Estos autores reportaron que un almacenamiento por encima de los cuatro meses
y una recoleccion de semilla cuando los aquenios se encuentren de color marron
puede incrementar el porcentaje de germinacién hasta un 90%. Otros autores de
igual forma reportan de procesos pre-germinativos como el acido sulfurico y el agua
a altas temperaturas por algunos minutos (80 a 100 °C) pueden incrementar la
germinaciéon (Muoghalu y Chuba, 2005; Agboola et al., 2006). Finalmente, Padilla et
al., (2018) mencionaran también que el momento de colectar la semilla puede
mejorar la germinacion de la semilla, y destacan que el mejor momento es cuando
la cabezuela se encuentra con bracteas y pedunculos secos (color marrén) lo que
coincide con lo mencionado por Santos-Gally et al. (2019).

Mejorar la reproduccion de esta especie via semilla sexual incrementaria su
potencial como arbustiva forrajera en los sistemas de produccion pecuaria.
Observaciones de campo indican que T. diversifolia tiene una gran capacidad para
crecer clonalmente (Ruiz et al., 2009), pero en la actualidad se sabe que material
proveniente de semilla sexual puede favorecer el desarrollo de sistemas radiculares
mas extensos, plantas mas vigorosas, mayor persistencia en el tiempo de los
cultivos y recuperacion mas rapida después del corte o pastoreo, aunque aun es
dificil alcanzar material seminal de buena calidad (Romero et al., 2014).

CONCLUSIONES

T. diversifolia cuenta con genotipos capaces de tener fases de crecimiento y
desarrollo significativamente diferentes entre ellos, modificando su momento
reproductivo y de produccién de semilla sexual. Gracias al crecimiento diferenciado,
existen genotipos con una mayor produccion de semilla sexual viable asociada al
numero de tallos y flores por planta como los genotipos 5 y 7 evaluados en este
estudio.

Los resultados encontrados en este estudio confirman que, si bien esta especie
tiene una germinacion baja, existen procesos pre-germinativos con la capacidad de
incrementar el porcentaje de germinacion. También el uso de fertilizante aumenta
no solo la produccion de semilla viable sino también su germinacién, razon por la
cual puede ser una alternativa viable para tratar plantas productoras de semilla y
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asi mejorar la propagacion de esta especie como sucedi6 con los genotipos 3 y 6
quienes fueron los que presentaron mayor porcentaje de germinacion.

Finalmente, este estudio confirma que la especie T. diversifolia, posee un alto
porcentaje de semillas no viables, aspecto que invita a desarrollar trabajos
orientados a entender los factores responsables de este fendmeno con el fin de
facilitar su utilizacién, especialmente la de los genotipos destacados identificados
en este trabajo.
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Capitulo 6. Consumo de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Los resultados consignados en este segmento corresponden al capitulo 6 de la
tesis, y seran sometidos como articulo cientifico en la Revista Lasallista de
Investigacion ISSN: 1794 — 4449 (Print) 2256 — 3938 (Online).

Consumo de diferentes genotipos de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
por bovinos bajo condiciones de suelos acidos de Colombia
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RESUMEN

El consumo voluntario de especies arbustivas como T. diversifolia mejora la oferta
de nutrientes de la dieta de bovinos, aunque existen diferentes compuestos
fitoquimicos que pueden limitar la palatabilidad y el consumo de esta especie. El
objetivo de este estudio fue determinar el consumo y selectividad de diferentes
genotipos de T. diversifolia con potencial forrajero para bovinos. Se evaluaron siete
genotipos de T. diversifolia, en cuanto al consumo de forraje verde (FV), tiempo en
el comedero y numero de visitas al comedero por parte de bovinos en crecimiento.
Se utilizé un diseno experimental de rectangulo latino con 4 parejas de animales
con tres repeticiones y la composicidon quimica de los siete materiales fue
determinada. En cada periodo de observacion, el consumo promedio de FV fue de
0.39 + 0.045 kg, con diferencias significativas entre los genotipos 1 y 7, aunque
todos los materiales fueron consumidos. El tiempo en el comedero promedio usado
en cada periodo de observacion fue de 1.64 + 0.3 minutos, aunque no hubo
diferencias entre genotipos (p = 0.0818). Finalmente se encontraron diferencias en
el numero de idas al comedero (los genotipos con mayores idas fueron el 5y 7 con
3.66 y 3.52 veces, respectivamente) y la composicion quimica de los genotipos no
presento diferencias significativas en los distintos nutrientes evaluados (p>0.05). Se
concluye que, si bien hubo diferencias en el consumo de FV, T. diversifolia es
consumida por bovinos en fase de crecimiento, y ofrece altas cantidades de
nutrientes.
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Palabras clave: Alimentacion alternativa, arbusto forrajero, Boton de oro,
palatabilidad, selectividad.

ABSTRACT

The voluntary intake of shrub species such as T. diversifolia improves the supply of
nutrients in the bovine diet, although there are different phytochemical compounds
that can limit the palatability and consumption of this species. The objective of this
study was to determine the consumption and selectivity of different genotypes of T.
diversifolia with forage potential for cattle. Seven genotypes of T. diversifolia were
evaluated, regarding fresh fodder intake (FFI), time spent on intake and number of
visits to the feeder; An experimental Latin rectangle design was used with 4 couples
of animals with three repetitions; the chemical composition of the seven materials
was also determined. The FFI was 0.39  0.045 kg, with significant differences
between genotypes 1 and 7, although all materials were consumed. The average
intake time used in each observation period was 1.64 + 0.3 minutes without
significant differences between genotypes (p = 0.0818). Finally, differences were
found in the number of visits to the feeder and the chemical composition of the
genotypes did not show significant differences in the different fractions evaluated (p>
0.05). It is concluded that, although there were differences in the FF intake, T.
diversifolia is consumed by bovines in the growth phase and offers good provision
of nutrients regardless of the genotype.

Keywords: Alternative feed, forage shrubs, Mexican Sunflower, palatability,
selectivity.

INTRODUCCION

La contribucidn nutricional, productiva y ambiental de especies arbustivas como
Tithonia diversifolia, durante los ultimos afios ha favorecido la eficiencia productiva
de diferentes sistemas pecuarios (Ribeiro et al., 2016; Gallego-Castro et al., 2017;
Schultze-Kraft et al., 2018; Rivera et al., 2019). Si bien diferentes investigaciones
han coincidido que T. diversifolia constituye una excelente alternativa nutricional
para rumiantes debido a sus bajos valores de fibra (FDA y FDN), alto contenido de
nitrégeno, calcio y fésforo, asi como aceptables porcentajes de degradacién y
contenido de carbohidratos no estructurales (Osuga et al., 2012; Ferreira et al.,
2016; Mauricio et al., 2017; Rivera et al., 2018), su conformacion fitoquimica de
saponinas, taninos, aceites esenciales y flavonoides (Chagas-Paula et al., 2012;
Ejelonu et al., 2017), ha favorecido el juicio relacionado con su bajo consumo por
rumiantes.
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Segun Kaitho et al. (1997) la palatabilidad esta determinada por variables animales,
vegetales y ambientales. La palatabilidad del forraje depende de la capacidad de
proporcionar estimulos al sentido orofaringeo del animal, por medio del sabor, olor
y textura. Fenoles, alcaloides, taninos y compuestos aromaticos son algunas de las
sustancias quimicas que se sabe que alteran la palatabilidad y el consumo de
especies vegetales (Ngwa et al.,, 2003). Factores animales como el sentido, la
especie, la experiencia previa y las condiciones fisiolégicas influyen en la
palatabilidad (Mokoboki et al., 2011). De acuerdo con Personius et al., (1987), los
herbivoros pueden detectar algunos compuestos toxicos por el olor antes de comer
o inmediatamente después del primer bocado.

Se han reportado diferentes ensayos para evaluar la palatabilidad (Ngwa et al.,
2003). Sin embargo, algunos autores coinciden que los métodos convencionales no
son convenientes para evaluar la palatabilidad porque son costosos y complejos
(Ngwa et al., 2003). Debido a esto Kaitho et al., (1996) y Mokoboki et al., (2011)
reportaron que los métodos basados en la observacion de alimentacion directa y la
ingesta de especies de plantas parecen ser mas adecuados para determinar el
consumo y la preferencia por especies vegetales.

El objetivo de este estudio fue determinar el consumo y preferencia de siete
genotipos de T. diversifolia con potencial forrajero bajo condiciones de estabulacion
en animales en crecimiento y asi aportar informacion sobre el consumo voluntario
del forraje de esta especie.

MATERIALES Y METODOS
Genotipos de Tithonia diversifolia usados y localizacion del experimento

Fueron utilizados siete genotipos de T. diversifolia con potencial forrajeros para
rumiantes procedentes de distintos lugares de Colombia (Rivera et al., 2017). Los
diferentes materiales se colectaron a la edad de 40 dias de parcelas experimentales
(3°47'21.43" N y 73°49'15.93" O) establecidas en el municipio de San Luis de
Cubarral (Meta, Colombia), a una altura de 530 msnm, una precipitacion media de
4100 mm/ano, una temperatura promedio de 24.8°C y bajo la zona de vida de
bosque humedo tropical (bh-T) (Holdridge, 1986).

Composicion quimica de los materiales

Cada uno de los genotipos se analizaron en las fracciones de: (1) contenido de
humedad y otras materias volatiles (MS, g/100 de MS), (2) proteina cruda (PC g/100
de MS), (3) cenizas (Cen g/100 de MS), (4) extracto etéreo (EE g/100 de MS), (5)
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fibra en detergente neutra (FDN g/100 de MS), (6) fibra en detergente acida (FDN
g/100 de MS), (7) calcio (Ca g/100 de MS), (8) fosforo (P g/100 de MS), (9) total de
nutrientes digestibles (NDT g/100 de MS), (10) degradabilidad de la MS (Deg g/100
de MS), (11) energia bruta (EB, Mcal/kg de MS), (12) energia neta de lactancia (Enl,
Mcal/kg de MS), (13) fenoles totales (FT, % acido tanico) y (14) taninos totales (Tan,
% acido tanico ). Estas variables fueron determinadas en el laboratorio de Nutricién
Animal de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA) por medio de espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS) utilizando
las ecuaciones generadas para recursos forrajes del trépico colombiano (Ariza-
Nieto, et al., 2018) y el porcentaje Ca y P se determind por espectrofotometria AA'y
UV- VIS basado en NTC 5151 (2003) y 4981 (2001), respectivamente. Los fenoles
totales y taninos fueron cuantificados en el Animal Nutrition & Forages Quality
Laboratory del CIAT siguiendo la metodologia Folin -Ciocalteu.

Seleccion de animales y variables medidas

Se eligieron ocho animales con un componente genético de diferentes cruces de
Bos tauros x Bos indicus, con un peso promedio de 172.62 + 12.45 kg (20.78 meses
de edad) y alimentados con pasturas del genero Brachiaria, sal de mar y agua a
voluntad. Los animales fueron adaptados a la alimentacion con diferentes forrajes
en confinamiento simulando el experimento durante un periodo de 5 dias, donde se
observé un consumo normal y constante bajo estabulacidén, después de los cuales
se inici6 la oferta de los genotipos de T. diversifolia a estudiar y se procedi6 a la
colecta de datos durante un periodo de tres dias.

Durante el periodo de evaluacién todos los animales tuvieron contacto con los
materiales de T. diversifolia durante el mismo tiempo y numero de veces. En la etapa
diaria de consumo, cada pareja de animales no tuvo contacto visual entre si y se
ofrecio el material forrajero a dos animales, durante 15 minutos (Larbi et al., 1993).

El material fue ofrecido en comederos individuales, donde se colocé cada material,
de manera que los animales tuvieran acceso a todos los genotipos al mismo tiempo.
Cada pareja de individuos ingres6 a la zona de evaluacion de manera
independiente, lo que le permitié seleccionar el forraje sin ninguna limitacion. En
cada momento de evaluacion cada genotipo fue ofertado con una cantidad de 3 kg
de FV con un total de 21 kg de FV (3.78 kg de MS) por momento de evaluacién. La
cantidad ofertada obedeci6 a observaciones durante al periodo de
acostumbramiento teniendo en cuenta que esta no fuera un limitante para el
consumo durante los tiempos de observacion.

Durante cada nuevo ingreso de animales a la zona muestreo, los materiales fueron
cambiados de posicion, de manera que los animales no relacionaran lugares del
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comedero con algun tipo de forraje en particular (Larbi et al., 1999; Ayala et al.,
2015). Las variables medidas fueron: consumo voluntario de forraje verde por medio
de la oferta y rechazo, numero de visitas al comedero y tiempo en el comedero.
Disefio experimental y analisis de la informacion

Se us6 un disefno experimental de rectangulo latino (7 materiales x 4 parejas de
animales) con tres repeticiones las cuales obedecieron a bloques completos al azar
de las parcelas donde fueron colectados los genotipos y que fueron ofrecidos en
tres dias diferentes. Todos los analisis fueron realizados en la herramienta RStudio
usando la libreria “agricolae” (R Core Team, 2019). Para los analisis se evalud la
normalidad, homogeneidad de la varianza y de aditividad, adicionalmente, cuando
se identificaron diferencias entre las medias, se utilizé la prueba de contraste de
Tukey con un nivel de significancia de 0.05. Cuando los grupos de datos no
cumplieron con las condiciones para un analisis paramétrico, fue usada la prueba
de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para realizar las comparaciones entre grupos.

Yik = MtaitBj + Tk + ek(j)

Ecuacion 1. Modelo general de un diseno de rectangulo latino

Donde:

yik €s la variable respuesta, asociada al k-ésimo tratamiento en la j-ésima columna y en la
i-ésima fila,

M indica el efecto promedio del experimento,

tk indica el efecto promedio del k-ésimo tratamiento (i = 1;2::K),

Bj representa el efecto de la j-ésima columna ( j = 1;2::J) (animales),

oi representa el efecto de la i-ésima fila (i = 1;2::1), (tratamiento) y

ek(ij) son los errores experimentales

RESULTADOS
Composicion quimica

La composicion quimica de los siete genotipos de T. diversifolia evaluados se
muestra en la Tabla 1. Para cada uno de los nutrientes estudiados, no se
encontraron diferencias significativas (p> 0.05) y se observaron caracteristicas
quimicas adecuadas de un forraje para ser ofrecidas en dietas animales,
resaltandose los bajos porcentajes de MS FDA y FDN, y altos aportes de PC,
energia y de degradaciéon (Barahona-Sanchez, 2005).

Tabla 1. Composicion quimica de los diferentes genotipos de Tithonia diversifolia
evaluados
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Gen1otipo Gengtipo Gengtipo Gen:tipo Gengtipo Gengtipo Genf;tipo Valorp EEM
MS glkgde MS __ 16.38 15.91 15.95 15.83 15.86 15.88 1626 0894 0225
PCglkgde MS 3124 31.39 31.07 29.87 30.96 31.87 2951 0732 0482
Cen, glkgde MS  14.93 15.06 14.44 14.98 15.10 14.68 1491 0856  0.147
EE, glkgde MS  2.14 2.02 1.97 237 2.00 2.22 218 0970  0.105
FDN, g/kg de MS  30.96 31.27 30.81 32.03 30.17 30.51 3213 0770  0.367
FDA. glkgde MS  14.62 15.25 14.61 13.20 14.30 13.74 1417 0919 0433
Ca, glkg de MS 1.81 172 176 1.60 1.02 151 1.81 0323  0.058
P, glkg de MS 0.40 0.42 0.42 0.41 0.42 0.41 0.44 0.997  0.011
NDT, glkg de MS 7461 74.08 74.00 73.42 73.99 73.87 7385 0981  0.338
EB, Mcal/kg 4.25 4.27 423 4.25 423 4.26 422 0.634  0.009
Enl, Mcallkg 171 170 170 168 170 170 170 0.996  0.008
DIVNS. gkgde 5137 80.80 80.72 80.10 80.70 81.55 7958 0636  0.363
FT, % Ac. Tanico 167 2.09 2.03 188 184 156 164 0330  0.113
0,
T""T“: % Ac. 1.06 1.30 128 125 110 1.00 1.05 0775  0.085
anico

MS: materia seca; PC: proteina cruda; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; FDN: fibra en detergente
neutra; FDA: fibra en detergente acida; Ca: Calcio; P: Fésforo; NTD: nutrientes digestibles totales;
DIVMS: degradabilidad in vitro de la MS; EB: energia bruta; Enl: energia neta de lactancia; FT:
fenoles totales; Tan: taninos totales; EEM: error estandar de la media.

Consumo de forraje verde

El consumo promedio de forraje verde (FV) fue de 0.39 + 0.045 kg (1.56 kg/h)
durante cada periodo de observacion (15 minutos), con diferencias significativas
entre los genotipos 1y 7. En la Figura 1 se muestran los consumos observados de
cada uno de los materiales durante todo el periodo de evaluacion. Se observo gran
variabilidad en el consumo a nivel de genotipo encontrandose consumos altos (0.4
kg de FV) y bajos (<0.2 kg de FV) para cada uno de ellos durante el periodo de
evaluacion (Figura 1).

Consumo

Gend
Genotipo
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Figura 1. Consumo de forraje verde (kg) de los diferentes genotipos de Tithonia

diversifolia estudiados

Con relacion al tiempo en el comendero, en la Figura 2 se muestra la relacion entre
el tiempo en segundos empleado por los animales (tamafo de las esferas) y el
consumo (kg) de cada uno de los genotipos estudiados (color de las esferas).
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Figura 2. Tiempo (s) en el comedero de diferentes genotipos de Tithonia

diversifolia evaluados

El tiempo relativo y total en el comedero no tuvo diferencias significativas entre
genotipos (p = 0.0818). El tiempo promedio usado en cada periodo de observacion
fue de 1.64 = 0.3 minutos y el tiempo total fue de 11.5 £ 1.1 minutos de los 15
minutos totales de cada periodo. La relacion entre el tiempo en el comedero y el
consumo real para cada uno de los genotipos se presenta en la Figura 2.
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Figura 3. Regresion lineal entre el consumo de forraje verde y tiempo en el comendero para cada uno
de los genotipos evaluados

Numero de idas al comedero

El numero de idas al comedero durante el periodo de evaluacion tuvo diferencias
significativas entre los genotipos (p= 0.00229), sin diferencias entre repeticiones y
grupo de animales (p> 0.05). En promedio, cada genotipo por periodo de muestreo
(15 minutos) present6 3.28 idas al comedero, los genotipos con mayores idas fueron
el 5y 7 con 3.66 y 3.52 veces respectivamente, y los genotipos con menor numero
de idas fueron 1y 3 con 2.5y 3.16 veces, respectivamente.

Finalmente, en cuanto a la conducta de consumo, si bien en los dias 2 y 3 se
observaron mayores tiempos en el comendero, no se encontraron diferencias entre

las variables de tiempo en el comedero (p= 0.3669), idas al comedero (p= 0.930) y
kg de FV consumido (p= 0.888).

DISCUSION

Los diferentes genotipos evaluados presentaron una composicion quimica
adecuada para ser incluidos en dietas para rumiantes. T. diversifolia en diferentes
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estudios ha sido considerada como una arbustiva forrajera de alta calidad nutricional
debido principalmente a sus altos contenidos de minerales, PC, carbohidratos no
estructurales y porcentaje de degradabilidad, y a sus bajos contenidos de FDN y
FDA (Ramirez-Rivera et al., 2010; Ferreira, 2015; Ribeiro et al., 2015). Los valores
de PC encontrados en esta especie, son tan altos o inclusive superiores a los
observados en algunas leguminosas tropicales como Stylosanthes guianensis (18.2
%, Morgado et al., 2009), Arachis pintoi (19.7%, Khan et al., 2013) y Gliricidia sepium
(18.23%, Silva et al., 2017), y son muy superiores a los observados en la mayoria
de las gramineas tropicales, como Urochloa brizantha (9.3%, Ribeiro et al., 2017),
Cynodon plectostachyus (9.23%, Montoya et al., 2017) y Megathyrsus maximus
(9.3%, Carvalho et al., 2017). Ademas, FDN y FDA fueron menores que los valores
comunes observados para forrajes tropicales (Souza et al., 2007), aspecto que no
limita el consumo voluntario, la degradabilidad de los nutrientes y su adecuado
aprovechamiento por parte de los animales (Barahona y Sanchez, 2005).

En T. diversifolia se ha reportado la presencia de diferentes compuestos
fitoquimicos asociados a una baja palatabilidad como saponinas, taninos, aceites
esenciales y flavonoides (Chagas-Paula et al., 2012; Ejelonu et al., 2017), pero
autores como Mejia- Diaz et al. (2017) han reportado que, si bien esta especie
contiene estos compuestos, sus niveles son aceptables (capitulo 4 de esta tesis) y
no afectan considerablemente su consumo. De otro lado, hay resultados asociados
a un bajo contenido de taninos totales en esta especie en comparacién con otras
especies forrajeras como Gliricidia sepium (5.4 y 11.14 g/kg, respectivamente)
(Santacoloma y Granados, 2015). También, existen reportes de contenidos de
taninos totales en botdén de oro incluso menores en periodos poco lluviosos, 2.17
g/kg (Verdecia et al., 2011). Estos valores coinciden con lo encontrado en este
estudio.

En algunos estudios realizados con rumiantes, se evidencia la aceptacion del forraje
de T. diversifolia por los animales, el cual puede ser incluido en el plan de
alimentacion, obteniendo buenos consumos de MS (Mahecha et al., 2007; Ramirez-
Rivera et al., 2010; Alonso et al., 2012; Alonso et al., 2013; Rivera et al., 2015;
Gallego-Castro et al., 2017; Mejia-Diaz et al., 2017). Sin embargo, se ha observado
la necesidad de un periodo de adaptacion de los animales al consumo de la T.
diversifolia, encontrando un bajo consumo de la arbustiva los primeros cuatro dias
de suministro, el cual aumenta gradualmente en los siguientes dias y es estabilizado
a partir del octavo dia (Garcia et al., 2008).

Por otro lado, el consumo de T. diversifolia se ha visto asociado a incrementos de
la productividad animal y de la capacidad de carga en los sistemas. Rivera et al.
(2015) evaluaron el efecto de esta arbustiva bajo condiciones de pastoreo en la
produccion y calidad de la leche bovina y encontraron que su consumo tuvo efectos
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significativos en los litros de leche leche/ha/dia (9.70 y 15.4 kg respectivamente).
Ademas, la produccion de proteina, grasa y solidos totales también fue mayor
cuando los animales consumieron T. diversifolia (p<0.05). Otros autores como
Ribeiro et al. (2015) y Gallego-Castro et al. (2017), evaluaron la capacidad de T.
diversifolia para reemplazar parcialmente el concentrado comercial hasta en 25% vy
encontraron que hasta estos niveles de sustitucion, el consumo de esta arbustiva
no afecta los parametros de consumo, productivos y metabdlicos en vacas de alta
produccion de leche (>20 litros/dia), pero si disminuyeron los costos de
alimentacion.

Bajo condiciones de pastoreo se han reportados consumos de T. diversifolia entre
el 5% y el 15% del total de la MS (Rivera et al., 2015; Mejia-Diaz et al., 2017), pero
en experimentos en estabulacion, este porcentaje ha llegado hasta 25%,
evidenciando que el consumo de esta puede lograr un alto porcentaje de la MS total
de las dietas (>25%) (Molina et al., 2015). Si bien estos valores son diversos, el
consumo de T. diversifolia depende de la oferta y de la experiencia previa de los
animales a su ingestion como se observd en este estudio donde los consumos
fueron aceptables de acuerdo con la clase de animales incluidos en el experimento.
La diferencia presentada entre el genotipo 1y 7 se debe probablemente a la calidad
diferencial de almacenar compuestos fitoquimicos ya que esta especie cuenta con
una amplia diversidad genética que puede modular la acumulacién de estos
componentes (Yang et al., 2012; Del Val et al., 2017; Rivera et al., 2019).

Dentro de los resultados encontrados en este estudio se destaca la correlacion
positiva entre el tiempo en el comedero y el consumo dado a los diferentes
genotipos. La Figura 2 muestra que los tiempos de visita a los comederos fueron
dedicados a consumir el forraje y no a olfatear o a hacer otras actividades, también
en la Figura 3 se observa la regresion lineal entre el consumo y el tiempo en
comendero para cada uno de los genotipos y se encontraron valores de r? por
encima del 0.6, razdn por la cual existe un alto porcentaje de variacion de la variable
respuesta (consumo) que explica su relacién con la variable predictora (tiempo). Los
genotipos que tuvieron mayor r? fueron los materiales 3 y 8.

Finalmente, con relacion a las idas al comedero, los resultados obtenidos evidencian
que todos los genotipos tuvieron visitas efectivas de consumo en cada uno los
periodos de muestreo demostrando una mediana aceptabilidad por parte de los
animales.

CONCLUSIONES
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De acuerdo con la composicién quimica de T. diversifolia encontrada en esta
evaluacion, esta arbustiva tiene un alto potencial para la alimentacién de rumiantes
debido a los altos contenidos de los minerales Ca y P, de proteina cruda y de
energia, y bajos tenores de fibra.

De otro lado debido a que solo existieron diferencias entre los genotipos 1y 5, se
puede establecer T. diversifolia puede ser consumida sin mayores inconvenientes
por bovinos en crecimiento a pesar de no tener una adaptacion o periodo de
acostumbramiento prolongado (<5 dias).
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Conclusiones generales

T. diversifolia es una especie que puede ser utilizada como arbustiva forrajera bajo
diferentes condiciones edafoclimaticas gracias a su alta diversidad genética. A
pesar de que se identific6 una alta calidad nutricional en todos los genotipos
evaluados, basada en altos contenido PC (>25%), energia y minerales como Cay
P, ademas, de brindar bajos valores de FDN y FDA (49 y 46%, respectivamente) y
una alta degradabilidad in vitro, existe la posibilidad de seleccionar materiales
superiores con el objetivo de aumentar su crecimiento y produccion de biomasa.

Se identificd que los genotipos 5 y 7 tienen un mayor desempefo agrondomico bajo
condiciones de suelos acidos y de baja calidad en zonas calidas, y que el genotipo
4 posee mayor desarrollo en condiciones de tropico de altura debido a la interaccion
genotipo x ambiente de esta especie.

Por sus caracteristicas quimicas, esta arbustiva modifica los parametros de
fermentacién incrementando la generacién de acido propidnico, la eficiencia general
del proceso fermentativo y disminuyendo la proporcion A:P. También T. diversifolia
en dietas de baja calidad tiene el potencial de disminuir las emisiones de CH4 en
condiciones in vitro pero que existen diferencias entre algunos genotipos evaluados
en cuanto a su potencial de modificar la dinamica de fermentacion in vitro y la
producciéon de CHa.

De otro lado, T. diversifolia cuenta con genotipos capaces de tener fases de
crecimiento y desarrollo significativamente diferentes entre ellos, modificando su
momento reproductivo y de produccion de semilla sexual. Ademas, gracias al
crecimiento diferenciado, existen genotipos con una mayor produccion de semilla
sexual viable asociada al numero de tallos y flores por planta como fue el caso de
los genotipos 5y 7.

Los resultados encontrados en este estudio confirman que, si bien esta especie
tiene una germinacion baja, existen procesos pre-germinativos con la capacidad de
incrementar el porcentaje de germinacion, también el uso de fertilizante aumenta no
solo la produccion de semilla viable sino también su germinacion y produccion de
biomasa, razén por la cual puede ser una alternativa viable para tratar plantas
productoras de semilla y asi mejorar la propagacion de esta especie.

Finalmente, se destaca que, a pesar de la identificacion de diferentes compuestos
fitoquimicos como por ejemplo los taninos, su consumo por bovinos parece no verse
afectado por la presencia de estos, razon por la cual esta especie puede ser ofrecida
sin ningun tipo de inconvenientes.
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Recomendaciones

De acuerdo con los resultados obtenidos se recomienda adelantar esfuerzos hacia
la construccion de un germoplasma para el cuidado, propagacion y promocion de
los genotipos destacados encontrados en esta investigacion como lo fueron los
materiales 7, 5 y 4. De igual forma se propone la continuacion de estudios
orientados a un mayor conocimiento de la propagacion de esta especie con el
objetivo de incrementar su uso eficiente.

También se recomienda extender evaluaciones de adaptacion e interaccion
genotipo x ambiente a otras condiciones de produccién, buscando identificar
genotipos con mayor adaptacion a ambientes mas secos o0 con otro tipo de suelos
y oferta medioambiental. Los resultados encontrados en esta investigacion perfilan
los genotipos 7, 5y 4 para ser incluidos en futuras evaluaciones.

Por otro lado, se recomienda adelantar estudios in vivo para un mayor conocimiento
del efecto de T. diversifolia en las emisiones de CH4 a partir de la inclusion de
diferentes niveles en la dieta y de la identificacion de los componentes o
caracteristicas fisicas y quimicas que podrian favorecer una menor emision y tal vez
la generacién de productos bioactivos. También una nueva ruta de investigacion
que se podria explorar seria la relacionada con el estudio de los microorganismos
que se asocian a esta especie para la solubilidad del fésforo y para incorporar altas
cantidades de N en sus tejidos. Ademas, se recomienda estudiar la distribucion del
nitrégeno de esta especie como por ejemplo aquel ligado a fibra y cual podria ser
se sobrepaso.

Finalmente se recomienda una adaptacion previa a T. diversifolia para que su
consumo sea adecuado, si bien se ha demostrado que esta arbustiva puede ser
consumida no solo por rumiantes sino por otras especies animales, hay situaciones
que puede limitar su adecuado consumo.
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Resumen

Tithonia diversifolia, es un arbusto de gran potencial para la alimentacién animal gracias a
su calidad nutricional, adaptabilidad edafoclimatica y alta producciéon de biomasa, pero
muestra diferencias en rendimiento agronémico y calidad nutricional. En el presente trabajo
se caracterizo la diversidad genética, nutricional y morfolégica de materiales silvestres de
T. diversifolia en Colombia y México. En el analisis, se incluyeron 31 colectas de zonas
contrastantes de ambos paises. La diversidad genética se realizo mediante marcadores
moleculares Secuencias Intergénicas Repetidas Simpleso ISSR. Los materiales evaluados,
presentaron diferencias en su contenido de PC (29.4%), EE (1.6%), Cenizas (15.1%), Ca
(2.3%), P (0.6%), FC (30.7%) y ELN (23.2%) (p<0.05). Ademas, se encontraron diferencias
en el peso total de la planta, area foliar, hojas por rama, altura de planta, entre otras
caracteristicas morfoldgicas (p<0.05). Se identifico una amplia diversidad genética con en
cinco grupos bien definidos y mediana relacion geografica entre materiales. Se concluye
que T. diversifolia cuenta con una amplia diversidad genética y adaptacion a diferentes
condiciones edafoclimaticas. También existe la necesidad de seleccionar materiales con el
fin de conservar y resguardar germoplasma con caracteristicas agrondmicas y
nutrimentales destacadas para el establecimiento de diferentes sistemas silvopastoriles.

Palabras clave: Arbusto forrajero, diversidad genética, ISSR, marcador molecular,
produccion tropical, sistemas silvopastoriles.

Molecular, chemical and morphological diversity in Tithonia diversifolia (hemsl.)
Gray for animal feed in Colombia and Mexico

Abstract
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Tithonia diversifolia is a shrub with great potential for animal feed thanks to its adequate
nutritional quality, edaphoclimatic adaptability and high production of biomass, but it shows
great differences in its agronomic performance and nutritional quality depending on the
origin of the material used. The objective of the present study was to characterize the
genetic, nutritional and morphological diversity of T. diversifolia materials from both
Colombia and Mexico and thus provide elements for the selection of improved lines. In the
analysis, 31 materials harvested in contrasting areas of both countries were included, and
ISSR type molecular markers were used to establish the difference between origins. The
evaluated materials showed differences in their content of Crude Protein (29.4%), Ether
Extract (1.6%), Ash (15.1%), Calcium (2.3%), Phosphorus (0.6%), Crude Fiber (30.7%) and
Nitrogen-free extract (23.2%) (p <0.05). Also, there were differences in total plant weight,
leaf area, leaves per branch, plant height and other morphological characteristics (p <0.05).
Finally, a wide genetic diversity and a median geographic relationship between materials
were found. We concluded that T. diversifolia has both, a wide genetic diversity and
adaptation to different edaphoclimatic conditions, but there is a need for material selection
due to its wide variety.

Key Word: Fodder shrub, genetic diversity, ISSR, molecular marker, silvopastoral systems,
tropical production.

Introduccion

Los forrajes son la base de la alimentacion en sistemas bovinos y otros sistemas en el
trépico, gracias a su alta disponibilidad, capacidad de produccion de biomasa y bajo costo
(Rao et al., 2015). Dentro de este contexto, los sistemas de producciéon bovina en los que
se asocian gramineas, arbustivas y arboles de uso multiple, como los sistemas
silvopastoriles (SSP), estan mejor adaptados a las condiciones y desafios que enfrenta la
produccion pecuaria actual, porque brindan mayores beneficios que los monocultivos en
términos econdmicos, ambientales y sociales (Thornton y Herrero, 2010).

Desde hace algunos afos, Tithonia diversifolia (hemsl.) A. Gray ha recibido atencién por su
potencial para la alimentacion animal a diferentes escalas y condiciones ambientales,
gracias a su calidad nutricional, adaptabilidad edafoclimatica y alta produccién de biomasa,
convirtiéndola en una especie adecuada para el establecimiento de distintos SSP (Ribeiro
et al., 2016). Sin embargo, Ruiz et al., 2013 reportaron que esta especie puede variar
considerablemente su capacidad de rebrote, desempefio agronémico, composicion quimica
y adaptacién a condiciones especificas producto de la interaccion genotipo — ambiente
(Yang et al., 2012).

El objetivo del presente estudio, fue determinar la diversidad genética de materiales
silvestres de T. diversifolia por medio del uso de marcadores moleculares en colectas de
Colombia y México, asi como determinar parametros bromatolégicos y morfolégicas. Estas
evaluaciones permitiran perfilar materiales con mayor capacidad productiva y asi, apoyar el
desarrollo adecuado de diferentes SSP.

Materiales y Métodos

Sitios de colecta

Los materiales evaluados fueron colectados en 31 sitios de Colombia y México (Figura 1).
En Colombia, las colectas se llevaron a cabo en las regiones del Eje Cafetero (EEC), Valle
del Rio Cesar (EVRC), Piedemonte Orinocense (EPO), Bajo Magdalena (EBM), Caqueta
(CAQ) y Santander y Boyaca (ESB); y en México las colectas se hicieron en los estados de
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Michoacan (MICH) y Jalisco (JAL). Se utilizaron marcadores de ADN ISSR (/nter-Simple
Sequence Repeat) y las evaluaciones fueron desarrolladas en el laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco, México. En la Figura 1 se muestra la
localizacion de cada sitio de colecta

Extraccion y procesamiento de ADN

Para la extraccion de ADN, se usé un método CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
modificado (Doyle y Doyle, 1999). Se evalud la calidad del ADN mediante geles de agarosa
y se cuantificd su concentracion y pureza midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. Para
ello se usaron las ecuaciones:

[DNA Pureza= Abs260/Abs280
Ug/l]=(Lectura260)*(Dilucién)*50/1000

Donde. Donde.

[DNA]=Concentracién de DNA, expresado  Pureza= Es la pureza con la que se

en ug/uL obtiene el DNA en la extraccion.
Dilucion = Factor de dilucién de la muestra  Abs260= Absorbancia a 260 nm.

de DNA (generalmente 100). Abs280= absorbancia medida a 280 nm.

Para la amplificacion de los fragmentos, se utilizaron tres iniciadores (GA)YT, (AG)sC y
(GA)sC seleccionados a partir de la evaluacion de 20 oligos, y la PCR estuvo programada
para un primer ciclo térmico de 4 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos correspondientes a la
desnaturalizacion (1 min a 94 °C), alineacion (46 a 52 °C por 1 min de acuerdo al iniciador
trabajado) y elongacion (72 °C por 2 min). Posteriormente, el producto se mantuvo
constante a 72 °C por 7 min y luego fue conservado a 4 °C hasta la realizacién de la
electroforesis.

Figura 1. Localizacion de sitios de recolecciéon en Colombia y México

Los productos amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 1.2% corridos a 100
voltios por 35 minutos y tefiidos con bromuro de etidio. Los patrones de banda obtenidos
se registraron en una matriz binaria de presencia y ausencia con la ayuda de software Gel
Analyzer ®, y se estudiaron mediante el coeficiente de distancia de Dice mediante el
programa NTSYS 2.0.

Composicion nutrimental y caracteristicas morfolégicas

Las determinaciones bromatologicas estuvieron alrededor de fracciones como: Proteina
Cruda (PC), Cenizas (Cen), Fibra bruta (FB), Fibra en detergente Neutra y Acida (FDN y
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FDA), Grasa (EE), Calcio (Ca), Fosforo (P), Nitrégeno (N), Hierro (Fe) y Zinc (Zn). Las
medidas morfoldgicas evaluadas fueron: peso total de la planta (g), peso de las hojas (g),
peso de los tallos (g), numero de hojas por planta (#), niumero de ramas por planta (#), altura
de la planta (cm), diametro de los tallos (mm), relacién hoja tallo, peso por hoja (g), peso de
las ramas con hojas (g), nimero de hojas por tallo (#) y area foliar (cm?). Estas
caracteristicas fueron evaluadas en 16 sitios en Colombia a una edad de 40 dias postcorte
y en cinco plantas por lugar.

Las caracteristicas morfolégicas, fueron contrastadas por medio de un analisis de varianza
(ANOVA), con la ayuda del entorno de desarrollo integrado para lenguaje R-Project.

Resultados y discusion

Composicion nutricional y caracteristicas morfolégicas

Segun los coeficientes de variacion encontrados para la composicion nutricional, Cen, EE,
FC, ELN, Ca y Zn fueron los que mayor dispersién tuvieron. Los resultados encontrados,
son acordes a lo reportado por Donney's et al. (2015), quienes concluyen que botén de oro
cuenta con alto porcentaje de PC, bajos porcentajes de fibra y alta fraccion de cenizas bajo
distintas condiciones de produccion. En la Tabla 1 se muestran los valores encontrados
para la composicién quimica.

A partir de las caracteristicas quimicas de interés, se observé que los materiales del Valle
del Rio Cesar (Colombia) tuvieron mayor cantidad de PC, en cuanto a FDN y FDA no se
encontraron diferencias entre las zonas debido a su gran dispersion, y para Ca y P los
materiales de CAQ fueron los que presentaron los valores mas bajos.

Tabla 1. Composicion quimica de materiales evaluados de T. diversifolia.

MS Cen F:IP EE FC FDA FDN N PC ELN P Ca Zn Fe
% ppm
16. 84. 135. 119.
Promedio 3 151 9 16 307 460 490 47 294 232 06 23 5 5
18. 89. 359. 185.
Max 2 209 O 35 487 589 723 58 361 470 08 34 0 0
13. 79.
Min 1 11.0 1 10 132 305 372 40 251 59 04 1.0 280 650
1.5 3.1 12.7 743 354
DesvE 0 313 3 069 999 877 948 055 338 9 0.13 0.61 1 4
CoefVar 9.2 207 36 433 325 190 193 117 114 551 208 269 548 296
(%) 3 5 9 0 0 6 7 4 8 9 3 6 5 5

MS: materiq seca; Cen: cenizas; PPV: pérdidas por volatilizacién; EE: extracto etéreo; FC: fibra cruda; FDA: fibra en
detergente Acida; FDN: fibra en detergente neutra; N: nitrogeno; PC: proteina cruda; ELN: extracto libre de nitrdgeno; P:
fésforo; Ca: calcio; Zn: zinc; Fe: Hierro; Max: maximo; min: ninimo; DesvE: desviaciéon estandar; CoefVar: coeficiente de
variacion

Los resultados obtenidos de las caracteristicas morfolégicas se muestran en la Tabla 2. Se
encontraron diferencias en: peso total de la planta (p <0.0001), peso de las hojas (p
<0.0001), peso de los tallos (p <0.0001), niumero de ramas (p <0.0032), peso de cada hoja
(p <0.0033), peso de las ramas (p =0.013), hojas por rama (p =0.0.014) y area foliar
(p=0.006); y para caracteristicas como: numero de hojas (p =0.062), altura de planta (p
=0.119), diametro de los tallos (p=0.121) y relacién hojas tallos (p =0.0.66), no se
encontraron diferencias.

Tabla 2. Medidas de dispersion y de tendencia central para algunos parametros
morfoldgicos de T. diversifolia
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Hojas Altura de A
Peso Peso de Pesode por Ramas por la planta Diametro de Relacion Area foliar
total (g) hojas (g) tallos(g) planta planta (#) (l::m) tallos (mm) Hoja/Tallo (cm?/ hoja)
(#)

Promedio 2194.55 804.21 1390.33 355.15 22.16 143.68 12.26 0.69 183.62
Max 6202.00 2093.00 4203.00 2814.00 58.00 296.00 19.56 1.83 372.47
Min 170.00 110.00 60.00 75.00 3.00 44.00 5.54 0.27 58.44

DesvE 1340.07  414.07 961.95 384.08 10.78 47.77 3.07 0.29 73.50
Coef.V (%) 61.06 51.49 69.19 108.15 48.64 33.24 25.06 41.63 40.03
Mediana 1922.00 725.00 1140.00  235.00 23.00 140.00 12.50 0.70 167.50

Max: Valor maximo encontrado para la caracteristica; Min: Valor minimo para la caracteristica; DesvE: Desviacion estandar; Coef. V: Coeficiente
de variacién para la caracteristica.

La EEC tuvo mayor peso de las plantas, peso total de las hojas y peso de los tallos (p<
0.0001). Por otro lado, las plantas de la ESB, y Eje Cafetero mostraron mayor niumero de
hojas y las regiones que presentaron menores valores para este parametro fueron Caqueta
y la EPO (p<0,0001). Con relacion al numero de ramas por planta, la ESB fue la zona con
mayor numero al igual que la de Caqueta. Finalmente, las regiones de EPO y EEC fueron
las que tuvieron mayor area foliar y las de menor area fueron ESB y EVRC.

Diversidad genética

Los materiales trabajados presentaron una alta diversidad, identificandose diferencia entre
los materiales provenientes de México y Colombia. En general, se logran identificar 5
grupos de materiales a un indice de distancia aproximado de 0.6, los cuales presentan una
tendencia a ser conformados por origenes geograficamente cercanos, aunque se observan
materiales similares entre regiones y hasta a nivel de pais (Figura 2). Esta condicion de
diversidad, puede conferir la posibilidad a esta especie de ser una alternativa de adaptacion
al cambio climatico y ofrecer herramientas para mejorar los sistemas productivos y
establecimiento de diversos SSP, desde zonas a nivel del mar hasta los 2300 msnm.

Distancia: (Jaccard (sqr(1-S)))
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Figura 2. Dendrograma que muestra la diversidad genética de colectas de T. diversifolia
de Colombia y México empleando marcadores ISSR con el indice de Dice. Correlacion
cofenética= 0.874
CAQ: Caqueta; EEC: Ecorregion del Eje Cafetero; EPO: Ecorregién del Piedemonte
Orinocense; ESB: Ecorregion de Santander y Boyaca; EEVRC: Ecorregion del Valle del Rio
Cesar. Col: Colombia; Mex: México.

La ausencia de agrupamientos claros relacionados con la regién de procedencia a partir del
calculo de semejanza mediante el uso de marcadores moleculares, indica heterogeneidad,
debido probablemente al traslado de materiales de diferentes zonas para el establecimiento
de sistemas. Por otra parte, es importante destacar, que la técnica empleada en este
estudio mostré un alto grado de polimorfismo y sensibilidad para la discriminacion de
origenes. Finalmente se destaca que el analisis de dendrograma describié una correlacion
cofenética alta (0.874), lo cual significa una alta correspondencia entre grupos y diferencia
entre los mismos.

Conclusiones

T. diversifolia cuenta con un alto potencial para la alimentacién animal, porque ofrece altos
contenido PC (>25%) y minerales como Ca y P, ademas, brinda bajos tenores de FDN y
FDA (49 y 46%, respectivamente) y alta adaptabilidad. Esta especie, tiene una amplia
diversidad genética y los materiales cuentan con una mediana relacion entre zonas,
afectando caracteristicas morfoldgicas y quimicas. Fracciones como Cen, EE, fibras y ELN
varian considerablemente entre materiales (cv>30%) y en caracteristicas morfoldgicas:
peso de la planta, hojas por planta y ramas por planta son los aspectos que mas variaciéon
tienen (cv>60%). Debido a lo anterior, es posible seleccionar materiales de T. diversifolia
con mayor rendimiento, calidad nutricional para la alimentacion animal y con gran
adaptabilidad edafoclimatica, lo que la convierte en una alternativa real de adaptacion al
cambio climatico y establecimiento de diversos SSP.
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Genetic and morphological diversity of Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray for use
in silvopastoral systems of Latin America

Rivera Julian ', Lopera Jhon', Chara Julian', Gémez Juan?, Barahona Rolando?®,
Murgueitio Enrique”.
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Sede Medellin, Colombia.

In plant species, genetic and morphological variability are considered the basis for their
adaptation and ability to respond to challenges and threats (Govindaraj et al., 2015). Tithonia
diversifolia, a shrub of the Asteraceae family, is considered a forage species of great
importance due to its chemical composition, productive performance, and adaptation to
different conditions (Mauricio et al., 2017, Mauricio et al., 2018). It has been shown that
forage from silvopastoral systems with T. diversifolia can replace commercial feeds (15%
DM basis) in a total mixed ration diet fed to dairy cows without any change in total intake
(18.7 kg MS/ day), milk yield (22.9 kg/day) and composition; thus providing important
economic saving for farmers (Ribeiro et al., 2016). On the other hand, the daily milk
production per cow is 8% higher in systems with T. diversifolia (5,000 shrubs/ha, alley
cropping) compared to monoculture systems with Brachiaria or Urochloa grasses, whereas
the stocking rate and milk production (ha/year) are 32.1% and 36.6% higher, respectively.
Additionally, there is greater production of milk solids in T. diversifolia systems (Rivera et
al., 2015). The objective of this work was to determine the diversity of T. diversifolia in
Colombia and Mexico, as well as to recognize its social, productivity and economic potential
for bovine systems. Molecular markers were used to determine genetic diversity, and
differences in chemical characteristics and morphologies were analyzed with multivariate
statistics and non-parametric statistics were used to analyze the economic and social
variables. The materials presented differences in their crude protein (29.4% + 3.29), extract
ether (1.6% % 0.67), Calcium (2.3%), acid detergent fiber (44.99 t+ 9.43) and neutral
detergent fiber (46.82 + 12.52) contents (p <0.05). Differences were also found in the total
weight of the plant, leaf area, leaves per branch and plant height (p <0.05), and a wide
genetic diversity was determined with a Nei index of 0.281 and a Shannon index of 0.432.
The inclusion of T. diversifolia in bovine systems increased the stocking rate and milk
production ha-1 year-1 (3.7 £ 0.11 versus 0.5 £ 0.1, and 6605 £ 293.3 | versus 776 + 338.7
I, respectively) (p <0.05) In addition, the Internal Rate of Return, had values of 3.40 and -
0.10 with a Benefit / Cost ratio of 3.20 and 0.74 (p <0.05), favoring a higher level of
employment generation (4.3 and 0.6, respectively). ). It is concluded that T. diversifolia has
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a wide phenotypic diversity and adaptation to different agroecological conditions, existing
high quality provenances that offer greater nutritional contributions for different species of
domestic animals and great potential to contribute to the income and welfare of livestock
producers.

Govindaraj et al., 2015. Genet Res Int, 1- 14. http://dx.doi.org/10.1155/2015/431487
Mauricio et al., 2017. J Dairy Vet Anim Res 5(4): 00146. DOI: 10.15406/jdvar.2017.05.00146
Mauricio et al., 2018. In: - Reconciling contemporary agriculture. Academic Press, 287 — 297
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Rivera, J.E., Chara, J., Gbmez-Leyva, J.F., Ruiz, T.E., Barahona, R. 2019. Identificacion y evaluacion
de ecotipos destacados de Tithonia diversifolia A. Gray para la produccién en sistemas silvopastoriles
en suelos acidos de Colombia. En: Rivera J., Peri P., Chara J., Diaz M., Colcombet L., Murgueitio E
(Eds). X Congreso internacional sobre sistemas silvopastoriles: por una produccion sostenible. Libro
de Actas. Editorial CIPAV, Cali. Asuncion, Paraguay, 375 — 383 pp.

Identificacion y evaluacion de ecotipos destacados de Tithonia diversifolia A. Gray
para la produccién en sistemas silvopastoriles en suelos acidos de Colombia

Identification and evaluation of superior ecotypes of Tithonia diversifolia A. Gray for
silvopastoral systems in acid soils in Colombia

J.E. Rivera'; J. Chara'; J.F. Gémez-Leyva®: T.E. Ruiz®; R. Barahona*

Centro para la Investigacion en Sistemas Sostenibles de Produccién Agropecuaria —

CIPAV. Carrera 25 # 6 — 62 Cali, Colombia jerivera@fun.cipav.org.co; *Laboratorio de

Biologia Molecular, TecNM-Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco, México; 3Instituto de
Ciencia Animal, Cuba; *Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.

Resumen

El apropiado uso de arbustivas en sistemas silvopastoriles, tiene un papel fundamental en
el mejoramiento de la productividad y sostenibilidad de la empresa pecuaria, debido a esto
la identificacidn y evaluacion de materiales destacados debe ser el punto de partida para
incrementar la eficiencia en la utilizacion de los recursos forrajeros. El objetivo del presente
trabajo fue identificar y evaluar ecotipos sobresalientes de T. diversifolia orientados a la
produccion bovina en suelos acidos de Colombia. Se evaluaron siete ecotipos en un disefio
de bloques completos al azar, desde el punto de vista agronémico, quimico y de potencial
forrajero con estadistica multivariada, asi como el efecto de la fertilizacién en el desempeio
productivo de esta especie. Se encontraron diferencias en los parametros agronémicos y
de produccién de nutrientes entre los materiales (p< 0.05), pero en los porcentajes de las
variables quimicas solo MS (p= 0.012) y Fésforo (p=0.017) tuvieron diferencias. El uso de
fertilizante a una tasa similar a la extraccion de nutrientes tuvo efecto en todos los
parametros evaluados (p< 0.05), incrementado la productividad en un 65%. Se concluye
que existe variedad en el desempefio agrondémico y forrajero en ecotipos de T. diversifolia
bajo las condiciones de suelos acidos de Colombia, razén por la cual es posible identificar
y seleccionar materiales superiores para la alimentacion animal en sistemas silvopastoriles
como los ecotipos 7 y 5 de este estudio.

Palabras clave: Botéon de oro; composiciéon quimica; fertilizacion; rumiantes; variables
agronomicas.

Abstract
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Proper implementation of shrubs in silvopastoral systems is a good practice to improve the
productivity and sustainability in livestock systems, for this reason, the identification, and
evaluation of different materials should be the first objective to increase efficiency in the
utilization of forage species. The aim of this research was to evaluate and identify better
ecotypes of T. diversifolia for cattle production in Colombian acid soils. Seven ecotypes were
evaluated in a randomized complete block design in agronomic, chemical and forage
potential characteristics with multivariate statistics, as well as the effect of fertilization on the
productive performance of this species. Differences were found in the agronomic
parameters and in the production of nutrients between materials (p <0.05), but in the
chemical variables (g 100" DM) only DM (p = 0.012) and Phosphorus (p=0.017) had
differences. The use of fertilizer at a rate similar to the extraction of nutrients had an effect
on each evaluated parameters (p<0.05), increasing productivity around 65%. We conclude
that there is a variety of agronomic and forage performance in ecotypes of T. diversifolia
under the conditions of acid soils of Colombia, and is possible to identify and select superior
materials for animal feed in silvopastoral systems as ecotypes 7 and 5 evaluated in this
research.

Keywords: Agronomic characteristics; chemical composition; fertilization; Mexican
sunflower; ruminants.

Introduccion

El uso de arbustivas como forraje en sistemas bovinos, ha tomado importancia en los
ultimos anos debido a su contribucién productiva, econdmica y ambiental (Schultze-Kraft et
al., 2018). Tithonia diversifolia comiunmente conocida como botdn de oro, falso girasol o
girasol mexicano, goza de una amplia adaptacion edafoclimatica, buena produccion de
biomasa y una oferta nutricional superior a la mayoria de las pasturas utilizadas en
condiciones tropicales (Mauricio et al., 2017). Esta arbustiva perenne, contiene bajos
valores de fibra, alto contenido de Nitrogeno y Calcio, asi como aceptables porcentajes de
degradacioén y contenido de carbohidratos no estructurales (Mauricio et al., 2017; Gallego-
Castro et al., 2017).

A pesar de contar con buenas caracteristicas forrajeras, diferentes autores han encontrado
que T. diversifolia tiene una amplia variedad fenotipica, la cual favoreceria la posibilidad de
identificar y seleccionar ecotipos destacados para la produccién en condiciones
ambientales especificas, ademas de optimizar su uso (Ruiz et al., 2013; Holguin et al., 2015;
Ruiz et al., 2017; Rivera et al., 2017).

El objetivo del presente trabajo fue identificar y evaluar ecotipos superiores de T. diversifolia
desde el punto de vista agrondmico y quimico, orientados a la produccion bovina en
sistemas silvopastoriles en suelos acidos de Colombia.

Materiales y métodos

Identificacion y seleccion de materiales a evaluar

La seleccion de materiales de T. diversifolia se hizo a partir de los resultados reportados
por Rivera et al., (2017), quienes por medio de un analisis de diversidad genética ilustrado
en un agrupamiento UPGMA (unweighted pair-group method), identificaron el potencial
forrajero de siete ecotipos de Colombia en un analisis multicriterio de 32 origenes. La
diversidad genética encontrada y el analisis de algunas caracteristicas agrondémicas y
guimicas sirvieron de base para la seleccién de los materiales.
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Localizacion

Se establecieron 42 parcelas experimentales en el municipio de San Luis de Cubarral en el
departamento del Meta (Colombia), a 3°47°18.68" N y 73°49°16.83" O; 21 parcelas sin
fertilizar con los siete ecotipos seleccionados y 21 parcelas fertilizadas con los mismos
materiales fueron empleadas. El sitio de trabajo se localizé a 530 msnm, cuenta con una
precipitaciéon media anual de 3800 mm, una temperatura promedio de 24.8°C, una humedad
relativa del 74% y una radiacién solar media de 3.8 KWh/m?. Las parcelas experimentales
se establecieron en suelos acidos (pH 4.7) con saturaciéon de Al y Fe, con baja materia
organica (1.35%), de textura Franco-arcillo-arenoso y con una capacidad de intercambio
cationico efectiva de 3.35 meq/100g.

Establecimiento de parcelas experimentales

Se usaron plantas producidas en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
Catolica de Oriente (Rionegro, Antioquia- Colombia) a partir de una reproduccion clonar por
explantes. Cada una de las parcelas estuvo conformada por 36 plantas sembradas a una
distancia de 0.8 x 0.8 m (30.35 m?), fueron dispuestas en bloques completos al azar y se
utilizaron tres repeticiones por material.

Todas las parcelas estuvieron bajo los mismos manejos agrondmicos y actividades de
siembra, ademas, con el fin de conocer el efecto de la fertilizacion en cada una de las
variables bajo estudio, fueron establecidas parcelas con un nivel de fertilizacion acorde a la
extraccion esperada de nutrientes por plantas de T. diversifolia de acuerdo a lo reportado
por Botero (2017). Segun este autor, la extraccién de los principales nutrientes en esta
especie a una edad de 40 dias es: 8.26 gde N, 4.3 gde K, 1.07 gde P,y 2.11 de Fe; la
fertilizacion se ofrecio aplicando Urea (46% de N), Fosfato di amonico (DAP) ((NH4)2HPO.)
(46% de P20s, 18% de N)) y Cloruro de Potasio (KCI, K2O del 60 al 63% y Cl del 45 al 47%).
Los nutrientes fueron ofrecidos con la aplicacion de 16.22, 2.15 y 4.89 g planta” de Urea,
DAP y KCL, respectivamente.

Variables morfolégicas y quimicas

Las evaluaciones agrondmicas se llevaron a cabo en época de verano y transicion verano-
invierno cinco meses después del establecimiento del cultivo, fueron medidas en cinco
plantas por parcela durante tres cortes y con periodos entre medicion de 40 dias. Las
variables quimicas fueron determinadas al finalizar las evaluaciones.

Las variables agrondmicas y morfolégicas evaluadas fueron: altura de la planta (cm),
diametro promedio de los tallos (mm), relacion hoja tallo, nUmero de ramas (#), area del
dosel (cm?); area de las hojas (cm?), supervivencia (%), forraje verde (g) y materia seca (g).
Por otro lado la composicion quimicas estuvo alrededor de las fracciones: contenido de
materia seca (MS), proteina cruda (PC), fibra en detergente acido (FDA), fibra en detergente
neutro (FDN), cenizas (Cen), extracto etéreo (EE), lignina (Lig), Calcio (Ca), Fosforo (P),
digestibilidad de la materia seca (DigMS) y energia neta de lactancia (ENL). Estas variables
quimicas fueron determinadas en el Laboratorio de Nutricién Animal de la Corporaciéon
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) por medio de Espectroscopia del
Infrarrojo Cercano (NIRS).

Identificacion de materiales destacados

Se utilizé el indice de potencial forrajero ponderado (IPFP) para identificar los mejores
materiales. El IPFP relaciona caracteristicas de tanto quimicas como agronémicas de las
colectas en un analisis de componentes principales (ACP), para hace una comparacion
multicriterio e identificar aquellos materiales con mayor potencial forrajero (Holguin et al.,
2015). En la ecuacioén 1 se presenta el modelo matematico usado para determinar el IPFP.
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Xi (intr) — X (i

>y 21O,

] S
Ecuacion 1. indice de potencial forrajero ponderado (IPFP)
Donde: Xi (intr) : promedio de la i-ésima caracteristica para la introduccion int. Coni: 1,2,...k
caracteristicas; X(i) ; promedio general de la caracteristica i-ésima considerando todas las
introducciones; S (i): desviacion estandar general de la caracteristica i-ésima considerando
todas las introducciones.
F(1) : Factor de ponderacién determinado con base al peso de las comunalidades
constituidas con la matriz de correlaciones de las variables originales segun el ACP.

Disefo experimental y analisis de la informacion
El analisis de las variables agrondmicas y quimicas fueron estudiadas por medio de un
diseno de bloques completos al azar; los tres momentos de mediciones agronémicas fueron
promediadas para el contraste. EI modelo matematico de este disefio se presenta en la
ecuacion 2.

Yij =p+Ti+Bj+ejj

Ecuacion 2. modelo general de un disefo de bloques completos al azar

Donde: u = media del efecto general; 1 i = efecto del tratamiento i (materiales colectados 1,
2, 3...7); B j = efecto del bloque j; €ij = valor aleatorio, error experimental de la unidad
experimental i,j; Yij = Observacioén en la unidad experimental de la variable a evaluar.

Todos los andlisis fueron realizados en la herramienta RStudio usando las librerias
“agricolae” y “FactoMineR” (R Core Team, 2018). Cuando fue identificada diferencia entre
las medias se utilizé la prueba de contraste de Tukey con un nivel de significancia de 0.05,
ademas, las pruebas de normalidad, homogeneidad de la varianza y de aditividad
igualmente fueron realizadas.

Resultados y discusion

En la Tabla 1 se presentan los promedios encontrados de las variables agrondmicas y
morfoldgicas para los siete ecotipos estudiados. De las nueve variables incluidas en el
analisis, solo la relacion hoja/tallo y el diametro de los tallos no mostraron diferencias (p>
0.05). Teniendo en cuenta todas las variables, los ecotipos 7 y 5 describieron mayor
capacidad de crecimiento, mayor produccion de forraje verde (FV) y por ende mayor MS.
Un aspecto importante a destacar es que ambos ecotipos tuvieron mayor tamafo de las
hojas, mayor altura y mayor area del dosel.

Ruiz et al., (2013) evaluaron diferentes ecotipos de T. diversifolia colectados en Cuba,
encontrando diferencias entre estos e identificando materiales mas adecuados para ser
incluidos en sistemas silvopastoriles. Las diferencias entre materiales se debe
probablemente a la diversidad genética con que esta especie cuenta (Yang et al., 2012;
Rivera et al., 2017). Los valores encontrados en este trabajo difieren a los reportados por
Holguin et al., (2015) en Colombia y Ruiz et al., (2013) en Cuba, lo cual puede deberse a
que las evaluaciones incluyeron ecotipos y condiciones medioambientales diferentes.

Tabla 1. Promedio de los parametros agrondmicos y morfolégicos de los genotipos de T.
diversifolia evaluados

Ecotipo 1 Ecotipo 2 Ecotipo 3 Ecotipo4 Ecotipo5 Ecotipo 6 Ecotipo7 Valorp

Altura de la planta (cm) 65.6 68.4 be 66.8 be 63.3 ¢ 83.4 2 67.9 be 89.32 0.0221 *
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Diametro del tallo (mm) 16.1 15.7 15.3 151 154 16.9 16.4 0.241
Ramas (#) 711 7.47 @ 7.08 @ 711 7.66 @ 6.47° 8.812 0.0465 *
Relacién hojas/tallos 0.73 0.74 0.80 0.73 0.80 0.71 0.81 0.060

. Area del dosel (cm?) 1150 @b 1282 @ 1270 @ 980 ° 1417 @ 1154 @b 1837 @ 0.044 *
Area de las hojas (cm?) 44.9 % 389° 43.1 2 33.7° 51.8 @ 409b 62.72 0.00178 **

Supervivencia (%) 83.32 75.9 @ 65.3° 8192 8242 72.7 % 80.12 0.0103*
Forraje verde (g) 350° 371° 3782 331°® 443 @ 3852 5492  0.00426 **
Materia seca (g) 54.4 © 65.3 2 62.8 2 56.9° 775 67.8 2 92.52 0.00135**

Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica (p< 0.05). 0 ***' 0.001 "**'
0.01™0.05"'"70.1""1.

Si bien la mayoria de las variables agronémicas describieron diferencias entre los
materiales, solo los parametros quimicos MS y P presentaron diferencias en términos
porcentuales (g 100 g’ de MS). En la Tabla 2 se muestran los valores promedio para cada
una de las variables analizadas.

En general todos los ecotipos muestran caracteristicas nutricionales superiores a las
reportadas para pasturas tradicionalmente usadas en condiciones tropicales vy
subtropicales, ademas, se encuentran muy cercanas a la mayoria de leguminosas a pensar
de no serlo. Valores altos para PC, digestibilidad, Ca y P, y valores bajos de fibras y lignina,
se destacan en esta especie (Mauricio et al., 2017; Rivera et al., 2017).

Tabla 2. Promedio de los parametros quimicos evaluados en los genotipos de T. diversifolia
Ecotipo 1 Ecotipo 2 Ecotipo 3 Ecotipo 4 Ecotipo5 Ecotipo 6 Ecotipo7 Valorp

MS (g 100 g MS) 15.5° 1772 166%®  174® 175 1772 171® 0.012*
PC (g 100 g MS) 28.4 26.5 29.2 25.9 28.7 28.2 275  0.055
Cenizas (g 100 g" MS)  14.7 14.2 14.6 14.1 14.4 14.7 142  0.666
EE (g 100 g™ MS) 2.61 2.86 2.66 2.87 2.71 2.88 245  0.091
FDA (g 100 g MS) 34.7 34.5 32.9 33.1 34.2 33.7 33.7 0512
FDA (g 100 g MS) 14.19 13.4 12.2 12.9 15.1 133 149  0.397
Lignina (g 100 g MS)  2.65 2.62 2.08 1.94 2.36 2.45 195 0523
Calcio (g 100 g"MS)  1.81 1.92 1.78 2.10 1.89 2.28 175  0.947
Fésforo (g 100 g MS) 0232  022%® 0232  021b 0.242 0.21° 0252 0.017*
DigMS (g 100 g* MS) 788 77.6 79.8 77.3 78.8 78.8 782  0.103
ENL (Mcal kg' de MS)  1.66 1.63 1.68 1.62 1.65 1.65 164 0.120

MS: materia seca; PC: proteina cruda; EE: extracto etéreo; FDA: fibra en detergente acida;
FDN: fibra en detergente neutra; DigMS: digestibilidad de la materia seca; ENL: energia
neta de lactancia. Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica (p<
0.05). 0 ***' 0.001 **' 0.01 ™ 0.05"."0.1 "' 1.

Aunque pocas diferencias fueron encontradas en términos de g 100 g’ MS (%) en las
caracteristicas quimicas, la produccién total de nutrientes a nivel de planta si tuvo
diferencias (p<0.05). Esta diferencia se deben a la variabilidad en produccién de biomasa
entre los ecotipos. En la Tabla 3 se muestra la produccién estimada de nutrientes y de MS
de cada material (t ha'afio™), en un escenario de 20.000 plantas por hectarea (banco
forrajero de corte); los valores de produccion superan a los sistemas pastoriles tradicionales
en Suramérica, los cuales se encuentran alrededor de 8 + 1.2 t de MS afio™ (Herrero et al.,
2013).

Tabla 3. Produccion promedio de nutrientes en los genotipos de T. diversifolia evaluados

Ecotipo 1 Ecotipo 2 Ecotipo 3 Ecotipo4 Ecotipo5 Ecotipo 6 Ecotipo7 Valor p

PC (t ha'afo™) 286" 327 3.36 276" 4122 3.53 @ 4722 0.000125 ***
Ca (kg ha'aiio™) 179° 228 ° 204 ° 218° 267 @ 282 @ 2942 0.000494 ***
P (kg ha'afio™) 2350 27.01 30 25.95° 2245 35163  27.18%b 4282 0.00479 **

MS degradable (t ha'afio!) 7.85° 9.352b 9.16 2 8.06° 11.18 20 9.76 2 13.22 0.0252 *

ENL (Mcal ha'afo) 18070°  21493°  21090°  18544°b 257253  22425b 304793 0.0264 *
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MS (t ha''afo™) 9.91° 11.9 2 11.7 3 104° 1413 12.7 3 16.8 2 0.0135*

PC: proteina cruda; MS: materia seca; Ca: Calcio; P: Fésforo; ENL: energia neta de
lactancia. Letras diferentes en una misma fila denotan diferencia estadistica (p< 0.05). 0
" 0.001 **' 0.01 ™ 0.05"'.'0.1"" 1.

Finalmente segun el IPFP, los ecotipos 7 (8.71) y 5 (5.94) fueron los mas destacados, y los
de menor potencial forrajero fueron los ecotipos 2 (-4.63) y 4 (-6.99). De igual forma
analizando la respuesta de las diferentes variables a la fertilizacién, se encontré un efecto
significado para todas las caracteristicas morfoldgicas y para la MS, PC, FDA, Ca, DigMS
y ENL; las variables de P, cenizas, EE y FDN no tuvieron efecto (g 100 g' MS).

El uso de fertilizacion de acuerdo a la extraccion de nutrientes por T. diversifolia, puede
incrementar la obtencién de PC, Ca, P, energia bruta y MS, en un 82, 24, 63, 58 y 57%,
respectivamente.

Conclusiones

Es posible identificar y seleccionar materiales destacados de T. diversifolia para ser usados
en sistemas silvopastoriles, gracias a su diversidad fenotipica. Seleccionar materiales
superiores favorecera un mejor uso de esta especie, asi como una mayor oferta de
nutrientes en sistemas bovinos. De igual forma se concluye que T. diversifolia responde
positivamente a la fertilizacion, condicidon que podria ser una alternativa para mejorar su
utilizaciéon aunque seria interesante buscar otras fuentes de fertilizacién mas sostenibles.
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