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RESUMEN

La uva de mesa (Vitis vinifera) es uno de los cultivos de mayor
relevancia econémica y social en Sonora, México. Debido a la
precipitacién escasa y la demanda evaporativa elevada de la zona,
es un cultivo con un requerimiento alto de agua. Por ello su pro-
duccién depende de la aplicacion de riego y es importante esti-
mar con precisién y de manera extensiva la evapotranspiracion
de este cultivo (ET,) para mejorar la eficiencia del riego a corto
plazo. Esta investigacién se realizé durante 2018 y 2019 con el
objetivo de desarrollar y evaluar un modelo entre el indice de
vegetacion de diferencias normalizadas (NDVI) calculado con
imdgenes Sentinel-2, y el coeficiente de cultivo (K ) determinado
con el sistema de covarianza de vértices (Eddy Covariance, EC)
como opci6n para estimar la ET_ de un vifiedo de uva de mesa
en la Costa de Hermosillo, Sonora. Con los datos de NDVI y
de K. del afio 2018 se construy6 un modelo de regresién simple
con inicio forzado al origen en las coordenadas nulas (K, =
0.9467 NDVI; R* = 0.74) como base para estimar la ET .. Al
validarlo con datos diarios del 2019 se obtuvo una R? de 0.76
y un CME de 0.11 al relacionar K_ vs. K, mientras que al
relacionar ET . us. ET . estimada se encontré una R* de 0.92 y
un CME de 0.67 mm d™. Los resultados indicaron que la ET
puede estimarse con precisién adecuada y de manera oportuna
con el modelo propuesto. Sin embargo, se encontré que el mo-

delo puede subestimar la ET . durante la temporada de desarrollo
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ABSTRACT

Table grapes (Vitis vinifera) are one of the crops of highest
economic and social relevance in Sonora, Mexico. Due to
the scant precipitation and high evaporative demand of the
zone, it is a crop with a high water requirement. Therefore, its
production depends on the application of irrigation, and it is
important to have precise and extensive estimation of the crop
evapotranspiration (ET_) to improve efficiency of irrigation in
the short term. This research was carried out during 2018 and
2019 with the objective of developing and evaluating a model
between the normalized difference vegetation index (NDVI)
calculated with Sentinel-2 images, and the crop coefhicient (K)
determined with a covariance turbulence flux system (Eddy
Covariance, EC) as an option for estimating the ET_ of a
vineyard of table grapes in Costa de Hermosillo, Sonora. Using
NDVI and K_ data from 2018 records, a simple regression model
was constructed with the start forced to the origin at the null
=0.9467 NDVI; R” = 0.74) as a base for ET .
estimation. When the regression model was validated with daily
2019 data, an R? of 0.76 was obtained along with a CME of 0.11
by relating K. vs.

coordinates (K.,

Koy Whereas by relating ET . s. estimated
ET_, an R* of 0.92 was found, and a CME of 0.67 mm d"'. The
results indicated that the ET . can be estimated with adequate
precision and in an opportune manner with the proposed model.
However, it was found that the model may underestimate ET .
during the period of maximum crop development due to NDVI
saturation. However, in the winter when the values of NDVI
depend on the soil structural characteristics and on the remains

of winter pruning, ET_ tends to be overestimated.
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méximo del cultivo debido a la saturacién del NDVI. Mientras
que en invierno cuando los valores de NDVI dependen de las
caracteristicas estructurales del suelo y de los restos de la poda

invernal, la ET, puede sobreestimarse.

Palabras claves: Vitis vinifera, indice de vegetacién de diferencias
normalizadas (NDVI), covarianza de vértices (EC), coeficiente

de cultivo (K).
INTRODUCCION

n el municipio de Hermosillo, Sonora, la uva

de mesa (Vitis vinifera) es el cultivo que pro-

porciona el beneficio mayor por metro ctbico
del agua de riego utilizada ($13.00 MXN / 1.17 USD
m~), requiere 12 000 m’ de agua y 332 jornales por
hectdrea (Salazar ez al., 2012). Esta situacién refleja la
gran importancia econémica del cultivo, pero utiliza
un volumen de agua muy alto en una zona donde
este recurso es escaso. Al respecto, Herndndez (2019)
menciond que el volumen de agua concesionado a
la Asociacién de Usuarios del Distrito de Riego 051
Costa de Hermosillo, A.C. es de 433 hm?®a’!, canti-
dad superior en 250 hm’ a la recarga natural anual.
Por lo tanto, el abatimiento del acuifero continta, y
los fenémenos de intrusién salina y contaminacién
del suelo se estimulan. Dichos problemas se pueden
evitar, o al menos disminuir sus efectos, por medio de
la programacién adecuada del riego (Zermeno-Gon-
zdlez et al., 2017), para lo cual es esencial estimar la
evapotranspiracién del cultivo (ET,).

La ET,. se obtiene al multiplicar la evapotranspi-
racién de referencia (ET,) por un coeficiente de cul-
tivo (K.). La FAO recomienda utilizar la ecuacién
de Penman-Monteith, reconocida como el método
estindar para calcular ET. El K. depende del de-
sarrollo de la cobertura foliar del cultivo durante las
etapas de su crecimiento y es un factor importante
para la planificacion del riego en periodos mayores a
un dia (Allen ez al., 1998).

De forma experimental el cdlculo de ET_ puede
realizarse con lisimetros de pesada (Lopez-Urrea et
al., 2012) o técnicas de covarianza de vértices (Eddy
Covariance, EC) (Rodriguez et al., 2010), entre otros.
Sin embargo, el primer método solo proporciona va-
lores puntuales que por lo regular se extrapolan a ni-
vel de parcela sin las bases necesarias para corroborar
que el cultivo responde de forma adecuada. Mientras
que el segundo si permite obtener informacién de
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Key words: Vitis vinifera, normalized difference vegetation index
(NDVI), Eddy covariance (EC), crop coefficient (K).

INTRODUCTION

n the municipality of Hermosillo, Sonora, table

grapes (Vitis vinifera) are the crop that provides

the highest benefit per cubic meter of irrigation
water used ($13.00 MXN / 1.17 USD m?), requiring
12 000 m? of water and 332 daily wages per hectare
(Salazar et al., 2012). This situation displays the
economic importance of this fruit-bearing tree, but
it uses a very high volume of water in a zone where
this resource is scarce. In this regard, Herndndez
(2019) indicated that water volumes concession to
“Asociacién de Usuarios del Distrito de Riego 051
Costade Hermosillo, A.C.” is433 hm? y”!, an amount
higher than 250 hm® to the annual natural refill.
Therefore, the depletion of the aquifer continues,
and the phenomena of saline intrusion and soil
contamination are stimulated. These problems are
avoidable, or at least their effects can be diminished,
by means of adequate irrigation (Zermeno-Gonzéilez
et al., 2017), therefore, it becomes key how to
estimate the crop evapotranspiration (ET ).

ET_ is obtained by multiplying the reference
evapotranspiration (ET ) by a crop coefhicient (K).
FAO recommends using the Penman-Monteith
equation, recognized as the standard method for
calculating ET . K. depends on the development of
the foliar cover of the crop during the growth stages
and is an important factor for the planification of
irrigation in periods longer than one day (Allen ez
al., 1998).

The calculation of ET_. can performed
experimentally with weighing lysimeters (Lépez-
Urrea ez al., 2012) or by covariance on turbulence
flux systems (Eddy Covariance, EC) (Rodriguez
et al., 2010), among others. However, the first
method only provides appointed values which
usually are extrapolated at the plot scale without the
bases necessary to confirm that the crop responds
adequately. Whereas the latter makes it possible to
obtain information in different sizes of study areas
(footprint), which depends on the height at which
instrumentation is located and on the velocity of the
prevailing winds.

Satellite imagery makes it possible to monitor
vegetation growth by means of empirical or
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tamanos distintos de dreas de estudio (foor print), lo
cual depende de la altura de la instrumentacién y la
velocidad de los vientos dominantes.

Las imdgenes de satélite permiten dar seguimiento
al crecimiento de la vegetacién por medio de relacio-
nes empiricas o teéricas que relacionan las variables
biofisicas (con énfasis en cobertura vegetal, indice de
drea foliar y biomasa) con los indices de vegetacién
(IV) (Paz et al., 2015; Pocas et al., 2020). Consoli
y Vanella (2014) senalaron que las herramientas de
sensores remotos o teledeteccion para estimar ET . se
han desarrollado desde dos enfoques. El primero es el
método de balance de energia de la superficie terres-
tre que utiliza los IV derivados de la reflectancia del
dosel y la temperatura de la superficie medida con
una banda de infrarrojo térmico, y el segundo rela-
ciona de forma directa el K. con los IV.

En la Costa de Hermosillo y la misma zona de es-
tudio, Er-Raki ez a/. (2013) mostraron que con el se-
gundo enfoque se obtienen resultados satisfactorios,
pero se requiere la calibracién a partir de modelos
generados con experimentos de larga duracién. El
objetivo de esta investigacion fue generar un modelo
que con el NDVI obtenido de imdgenes satelitales
Sentinel-2 permitiera estimar el K. y, en consecuen-
cia, la ET. de los vinedos de uva de mesa en la Costa
de Hermosillo en dos ciclos de produccién (2018 y
2019); asi como validar el modelo generado con me-
diciones realizadas desde el enfoque de la covarianza
de vértices.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Este estudio se realizé durante los afios 2018 y 2019 en un
vifiedo de uva de mesa con una superficie de 106 ha, ubicado
en la Costa de Hermosillo, Sonora, México (28° 54’ 42.72” N;
111° 18’ 32.42” O; altitud 100 m). El clima de la zona es 4rido,
con una precipitacién media anual de 188 mm, promedio de
los tltimos 50 anos. La temporada de lluvias ocurre de julio a
septiembre (70% del total anual) y rara vez se presentan lluvias
en el periodo de marzo a junio (Rodriguez ez al., 2010; Er-Raki
et al., 2013). La temperatura media diaria oscila entre los 22 y
los 24 °C, con méximas extremas de -7 y 49.5 °C en invierno y
verano, respectivamente.

Cuatro variedades establecidas durante ocho afios de plan-
tacién (Cuadro 1) se evaluaron en el drea de estudio (Figura 1).

En el predio la distancia entre lineas fue 3.8 m y entre plantas
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theoretical relationships that relate the biophysical
variables (mainly, vegetation cover, leaf area index
and biomass) with the vegetation indices (IV)
(Paz et al., 2015; Pogas et al., 2020). Consoli and
Vanella (2014) indicated that remote sensing tools
for estimating ET_. have been developed from two
perspectives. In the first place, there is the method
of energy balance on terrestrial surface that uses
the IV derived from canopy reflectance and surface
temperature measured on the thermal infrared band;
whilst the second directly relates K_with the IV.

In the Costa de Hermosillo and the same study
location, Er-Raki er al. (2013) showed that with the
second approach, satisfactory results are obtained,
but it requires calibration by models generated from
long duration experiments. The objective of this
study was to generate a model which, based on the
NDVI obtained from Sentinel-2 satellite imagery,
would allow K. estimation, and consequently
ET,. for vineyards of table grapes in the Costa de
Hermosillo along two production cycles (2018 and
2019); as well as to validate the model generated with
measurements recorded by Eddy covariance.

MATERIALS AND METHODS

Study area

The study was carried out during 2018 and 2019 in a
vineyard of table grapes with an area of 106 ha, located in the
Costa de Hermosillo, Sonora, Mexico (28° 54° 42.72” N; 111°
18’ 32.42” W; altitude 100 m). The climate of the zone is arid,
with a mean annual rainfall of 188 mm, average of the last 50
years. The rainy season occurs from July to September (70%
of the annual total) and on rare occasions there are rains in the
period from March to June (Rodriguez ez al., 2010; Er-Raki ez
al., 2013). The mean daily temperature fluctuates between 22 to
24 °C, with maximum extremes of -7 and 49.5 °C in winter and
summer, respectively.

Four varieties established during eight years of planting
(Table 1) were evaluated in the area of study (Figure 1). In the
plot the distance between rows was 3.8 m and among plants
the distance varied from 1.0 to 1.6 m, with vines guided along
a trellis set. A drip irrigation system was used, with drippers
separated at 0.5 m, with a maximum water runoff of 2.5 L h’!

and 92% uniformity coefficient.
Processing satellite imagery

For this study 48 Sentinel-2 satellite images were obtained in

2018 and 43 images in 2019, retrieved under free-access license,

SALVADOR-CASTILLO et al. 371
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Cuadro 1. Afio de plantacidn, cultivar de vid establecido y parcelas plantadas.
Table 1. Year of plantation, established grape cultivar, and planted plots.

Afo Cultivar Parcelas Plantas ha!
1999  Flame Al, A2, B1, B2 1644
2001  Perlette A4, B4 1644
2005 Flame A5, A6, B5y B6 1644
2010  Summer Royal C4 1644
2012 DPerlette A3y B3 2193
2013  Flame C27, C3%, C5y C6 2193
2015  Sugraone D6, D7y D8 2193
2016 Sugraone C7yC8 2193

"Los cuadros de plantacién C2 y C3 tienen una supetficie de 3 ha y los demds 4 ha.
# "The C2 and C3 plantation squares have an area of 3 ha, and the remaining, 4 ha.

vario de 1.0 a 1.6 m, con gufas conducidas por el sistema de pér-
golas. El sistema de riego fue por goteo, con emisores separados
0.5 m, con gasto miximo de 2.5 L h™' y 92% de coeficiente de

uniformidad.
Procesamiento de imdgenes satelitales

Para el estudio se obtuvieron 48 imdgenes satelitales Senti-

nel-2 en 2018 y 43 imdgenes en 2019 de acceso libre, propiedad

property of the European Space Agency. They were downloaded
from the website of the United States Geological Survey (USGS),
https://earthexplorer.usgs.gov/ in jp2 format with 1C processing
level, which does not include atmospheric correction. Afterwards,
the atmospheric correction was operated in QGis v. 3.8.2, which
use the dark objects subtraction technique (Chavez, 1996).
Then, in order to extract polygons of interest and calculating the
NDVT of each image, two programming scripts were developed
in Python"v. 3.8.

1910w 1171845 W

28°55'25"N

Z|
w8
wl
s
v
9
2
o

deinocal

Figura 1. Delimitacién del sitio experimental, identificacién de las parcelas y ubicacién de la torre de EC.
Figure 1. Delimitation of the experimental site, plots identification and location of the EC tower.
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de la Agencia Espacial Europea. Estas se descargaron de la plata-
forma https://earthexplorer.usgs.gov/ del Servicio Geoldgico de
los Estados Unidos (United States Geological Survey, USGS) en
formato jp2 con nivel de procesamiento 1C, el cual no incluye la
correccién atmosférica. Después se realizé la correccién atmosfé-
rica en QGis v. 3.8.2 que utiliza la técnica de sustraccién de obje-
tos oscuros (Chavez, 1996). Luego, para extraer los poligonos de
interés y calcular el NDVI de cada imagen se desarrollaron dos
protocolos de cédigos de programacién en Python® v. 3.8.
EI NDVI (Rouse et al., 1974) se calculé con la ecuacién 1.

_ NIR-R
NDVI=Nipv M

donde, NDVT es el indice de vegetacién de diferencias normali-
zadas (adimensional); NIR (o reflectancia infrarroja cercana) es
la reflectancia en la banda del infrarrojo cercano (%); y R es la
reflectancia en la banda del rojo (%). De acuerdo con las ban-
das de informacién que contienen las imdgenes Sentinel-2, B8
corresponde a la banda NIR y B4 a la banda R, ambas con una
resolucién espacial de 10 m. En la zona de estudio el viento do-
minante fue de direccidn suroeste, asi que la cantidad mayor de
datos recolectados en la torre de EC provino de la parcela B3. Por
esta razén, para correlacionar un valor diario de NDVI con un
valor diario de K. medido con el método de EC, asi como para
generar y validar el modelo para estimar el Kc fue necesario obte-
ner los valores diarios de NDVI de la parcela B3 durante 2018 y

2019 por medio de una interpolacién lineal.
Datos micrometeorolégicos

Para obtener el K. diario, se recopilé informacién de varia-
bles meteoroldgicas diferentes con las cuales se estimé la ET | y
la ET,.. Las variables meteorolégicas se obtuvieron con una torre
instrumentada de 6.0 m de altura, situada a 400 m dentro del
campo de cultivo en la direccién del viento dominante (suroes-
te), para tener las condiciones de recuperacién de datos de movi-
miento bidireccional de viento (fézch) requeridas por el enfoque
EC. Tales condiciones se han establecido en una relacién 100:1;
es decir, 100 m de distancia horizontal (superficie homogénea)
para los flujos por cada 1 m de altura a la cual se colocaron los
instrumentos para medir las variables turbulentas (Allen ez al.,
2011).

Las variables medidas fueron: radiacién neta (Rn, W m?)
con un radiémetro neto (CNR4, Kipp and Zonen, Inc., Delft,
Holanda) colocado a 5.2 m de altura; flujo de calor sensible (H,
W m?) con un anemémetro sénico (Gill Instruments Limited,

Lymington, Hampshire, EE. UU.); flujo de calor latente (LE
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The NDVI (Rouse ez al., 1974) was calculated with equation 1.

- NIR-R
NDVI NIRT R (1

where NDVI is the vegetation index of normalized differences
(dimensionless); NIR (near infrared reflectance) is the reflectance
in the near infrared band (%); and R is the reflectance in the
red band (%). According to the bands of information contained
in the Sentinel-2 images, B8 corresponds to the NIR band and
B4 to the R band, both with a spatial resolution of 10 m. In
the study zone the prevailing wind was from the southwest, thus
most of the data recorded in the EC tower came from the B3
plot. Therefore, to correlate a daily NDVI value with a daily K.
value measured by the EC method, as well as to generate and
validate the model for estimating the K, it was necessary to
obtain daily values of NDVI from the B3 plot during 2018 and

2019 by means of a linear interpolation.
Micrometeorological data

To obrtain the daily K. information was gathered on different
meteorological variables which were used to estimate the ET
and ET_. Weather data was obtained with an instrumented
tower of 6.0 m height, placed 400 m within the cultivation
plot in the direction of the prevailing wind (southwest), to have
the conditions to collect data from directional, and turbulent
movement (fezch) required by the EC approach. These conditions
have been established in a ratio 100:1; that is, 100 m of horizontal
distance (homogeneous surface) for the flows for each 1 m of
height at which the instruments were placed for measuring the
turbulent variables (Allen ez /., 2011).

The variables measured were as follows. Net radiation (Rn,
W m?) with a net radiometer (CNR4, Kipp and Zonen, Inc.,
Delft, Holland) placed at 5.2 m height. Sensitive heat flow (H,
W m?) with a sonic anemometer (Gill Instruments Limited,
Lymingtom, Hampshire, U.K.). Latent heat flow (LE W m?)
with IRGA 7500RS (LI-COR, Lincoln, Nebraska, U.S.) and
sonic anemometer (Gill Instruments Limited). Velocity (m s™)
and wind direction (degrees) with an anemometer 5103 (Young,
Campbell Scientific Inc., Logan, Utah, U.S.), for all those, the
three instruments were placed at 6 m height. Rainfall (mm)
with a pluviometer (Texas Electronics Inc., Dallas, Texas, U.S.)
placed at 4 m height. Temperature (°C) and humidity of the air
(%) with an HMP 60 (Vaisala Inc., Woburn, MA, U.S.) placed
at 0.2 m height. And irrigation rate with a pluviometer (Texas
Electronics Inc. Dallas, Texas, U.S.) installed at 0.40 m below
the irrigation line and under a dripper to count the irrigation

rate and its duration.
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W m?) con un IRGA 7500RS (LI-COR, Lincoln, Nebraska,
EE.UU.) y anemémetro sénico (Gill Instruments Limited); velo-
cidad (m s™) y direccién del viento (grados) con un anemémetro
5103 (Young, Campbell Scientific, Inc., Logan, Utah, EE.UU.),
los tres instrumentos colocados a 6 m de altura; precipitacién
(mm) con un pluviémetro (Texas Electronics Inc. Dallas, Texas,
EE. UU.) colocado a 4 m de altura; temperatura (°C) y hume-
dad del aire (%) con un HMP 60 (Vaisala, Inc., Woburn, MA,
EE.UU.) colocado a 2.5 m de altura; y la limina de riego (mm)
con un pluviémetro (Texas Electronics Inc. Dallas, Texas, EE.
UU.) colocado a 0.4 m debajo de la linea de riego y debajo de un
gotero para medir la ldmina de riego y su duracién.

Las variables turbulentas (velocidad vertical del viento y va-
por de agua) se midieron a una frecuencia de 20 Hz. Los datos
generados se almacenaron con el sistema GHG de LI-COR (Lin-
coln, Nebraska USA), para después crear archivos en formato
ghg con el promedio de dichas variables cada 30 min. De acuer-
do con Van Kesteren ez al. (2013) es un tiempo apropiado para
manejar de forma estadistica las variables turbulentas. Por otro
lado, las variables meteorolégicas se midieron en un intervalo
de 10 s y se guardaron como promedio cada 10 min. La infor-
macién de las variables turbulentas se procesé con el programa
EddyPro (Burba, 2013). Después, para calcular la evapotranspi-
racién y el flujo de calor sensible, se efectué un postproceso de
la informaci6n recopilada con el fin de corregir errores o datos
faltantes (The Max Planck Institute for Biogeochemistry, 2020).
Los resultados finales se organizaron por dfa y por semana en

hojas Excel”.

Evapotranspiracién de referencia (ET,), evapotranspiracién
del cultivo (ET,) y coeficiente de cultivo (K )

La ET se calculé por el método Penman-Monteith FAO56
(Allen et al., 1998) con la ecuacién 2:

900

A408A (R, - e

ET:O 08A (R, G)+yT+273uz(e e) 0
! A+y(1+0.34u,)

donde, ET, es la evapotranspiracion de referencia (mm d), Rn
es la radiacién neta (MJ m™? d), G es el flujo de calor del suelo
(MJ m? d"), T es la temperatura promedio diaria del aire (°C),
A es la pendiente de la curva de presién a saturacion a la tempe-
ratura T' (kPa °C™), v es la constante psicrométrica (kPa °C™), e,
es la presion de saturacién del vapor a temperatura T' (kPa), e es
la presién de vapor promedio diario (kPa), y u, es la velocidad
promedio diaria del viento a 2 m de elevacién sobre el terreno
(m s7). Debido a que la velocidad del viento se midi6 a 6 m de
altura, se aplicé la ecuacién 47 del manual de Allen ez al. (1998)

para obtener la velocidad del viento a 2 m de altura.
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The turbulent variables (vertical wind velocity and water
vapor) were measured at a frequency of 20 Hz. The data generated
were stored with the system GHG of LI-COR (Lincoln,
Nebraska, U.S.), to later create ghg files with the average of these
variables every 30 min. According to Van Kesteren ez al. (2013),
this is an appropriate time for statistically managing the turbulent
variables. On the other hand, the meteorological variables were
measured at an interval of 10 s and were saved at an average of
every 10 min. The information of the turbulent variables was
processed with the software EddyPro (Burba, 2013). Afterwards,
to calculate evapotranspiration and the sensitive heat flux, a
postprocess was performed of the information gathered in order
to correct errors or missing data (The Max Plank Institute for
Biogeochemistry, 2020). The complete results were organized by
day and by week in Excel™ sheets.

Reference evapotranspiration (ET,), crop evapotranspiration

(ET,) and crop coefficient (K )

The ET | was calculated by the method of Penman-Monteith
FAO56 (Allen ez al., 1998) with equation 2:

900
0.408A (R, - G)+y u,(e-e)
T+273 )

A+y(1+0.34u,)

EL =

where ET| is the reference evapotranspiration (mm d™'), Rn is net
radiation (MJ m?d_), T is the daily average temperature of the
air (°C), A is the slope of the curve of saturation pressure of the
vapor at temperature T’ (kPa °C™), y psychrometric constant (kPa
°C"), e, is the saturation pressure of the vapor at temperature
T (kPa), e is the average daily vapor pressure (kPa), and u, is
the daily average wind velocity at 2 m elevation over the ground
(m s™). Because the wind velocity was measured at 6 m height,
equation 47 of the manual of Allen ez al. (1998) was applied to
obtain the wind velocity at 2 m height.

To estimate the ET,, the EC method was used. For this
purpose, the latent heat flux (LE) was obtained along with
the sensitive heat flux (H) and equations 3 and 4 (Ham and
Heilman, 2003).

LE=LX(w pu') 3

_____ X
H=pa><C,,><(w'7?')'0.51><TaXP”TC’XLE

(4)
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Para estimar la ET,. se utilizé el método de EC. Para ello se
obtuvo el flujo de calor latente (LE) y flujo de calor sensible (H)
con las ecuaciones 3 y 4 (Ham y Heilman, 2003).

LE=LX{w pu) 3)

____ X
H=p,,><CP><(w'7§')'0.51XTaX'IJ”TC”XLE

4)

donde, LE es el flujo de calor latente (W m?), H es el flujo de
calor sensible (W m™?), L es el calor latente de vaporizacién del
agua (J kg™), w es la variacién instantdnea de la velocidad vertical
del viento (ms™), p_ esla densidad del vapor de agua en el aire
(kgm?),p , C;] y Ta son la densidad (kg m™), capacidad calorifica
(1013 kJ kg™ °C") y temperatura (°C) del aire himedo, respecti-
vamente; y Ts es la temperatura sénica (°C). El simbolo de prima
significa desviaciones de la variable con respecto a la media y la
barra horizontal sobre dos variables indica la covarianza entre las
variables para un determinado segmento de tiempo (30 min en

este caso).

El coeficiente de cultivo (K_), obtenido cada dia se determi-

né con la ecuacién 5 (Doorenbos y Pruit, 1977):

_ET
Ke=5r 5)

donde, ET _es la evapotranspiracién del cultivo (ET,. medida por
el mérodo de EC, mm d), y ET es la evapotranspiracién de

referencia (mm d').

Ademds, se aplicé la ecuacién 6 para estimar la ET . del pe-

riodo marzo-junio, del afo 2019, y anual:

ETiesr = ZEY(; * Konpyr (6)

d=1

es la evapotranspiracion estimada del cultivo

donde, ET 4o
(mm), ET| es la evapotranspiracién de referencia diaria (mm

d),y K,

CNDVI

es el K. derivado del modelo obtenido (Figura 3).
Andlisis estadistico
El andlisis estadistico se realizé para construir un modelo de

regresién simple con inicio forzado al origen en las coordenadas

nulas y se usaron dos pardmetros de eficiencia estadistica. El
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where LE is the latent heat flux (W m™), H is the sensitive heat
flux (W m™), L is the latent heat vaporization of the water (J kg™),
w is the instant variation of the vertical wind velocity (ms™), p
is the density of the water vapor in the air (kg m?), p,,C, and
Ta are the density (kg m?), calorific capacity (1013k] kg' °C™)
and temperature (°C) of humid air, respectively; and Ts is the
sonic temperature (°C). The prime symbol signifies deviations of
the variable in relation to the mean, and the horizontal bar over
two variables indicates the covariance among those variables for

a determined segment of time (30 min, in this case).

The crop coefficient (K ), obtained each day was determined

with equation 5 (Doorenbos and Pruit, 1977):

_ET
Ke =5 5)

where ET_ is the crop evapotranspiration (ET. measured
by the method of EC, mm d'), and ET, is the reference

evapotranspiration (mm d).

Furthermore, equation 6 was applied to estimate the ET,,

from March-June; the one through 2019, and annual:

ETlesr = ZE’]S * Kenpur (6)

d=1

where ET

cgsr 18 the estimated crop evapotranspiration (mm).

ET, is the reference daily evapotranspiration (mm d*), and
K is the K. derived from the obtained model (Figure 3).

CNDVI

Statistical analysis

The statistical analysis was done to construct a simple
regression model with the start forced to the origin at the
null coordinates and two statistical efficiency parameters were
used. The determination coefficient (R?), which indicates the
capacity of a model to replicate its results (equation 7), and the
mean square error (CME) which measures the variation of the

calculated values regarding those observed (equation 8).

2 (e o ) Y~ Yo

R2 = n 2\7 7 2 7
(zizl (}’iﬂbj - _)/iub:> ) (zizl (}’imod ~ Yimod ) )% ( )

n

cme-(L >y ) ®)

i
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coeficiente de determinacién (R?), el cual indica la capacidad de
un modelo para replicar sus resultados (ecuacién 7), y el cuadra-
do medio del error (CME) que mide la variacién de los valores

calculados respecto a los observados (ecuacién 8).

R =

( ijl ( Yiobs = Yiobs )2 ) ' ( ijl ( Yimod ~ Yimod )2 )%

@)

20 (o™ i )( Jimos i) ‘

CME = (1;2( imod - M)Z) 8)

donde, Viobe = datos de K. o ET, estimados con la torre de EC,
ﬁ = promedio de los datos de K. o ET . estimados con la torre

de EC,y,

imod

datos de K. o ET . estimados con el modelo genera-

doy, Jima = promedio de los datos de K. o ET,. estimados con

el modelo generado.
RESULTADOS Y DISCUSION
Generacién del modelo

La variacién diaria del K. y del NDVT registra-
da durante el 2018 (Figura 2) mostré que el NDVI
creci6 desde la aparicién de los brotes a partir del dia
juliano (Dj) 37, hasta la fecha de alcance de la cober-
tura total (Dj 121). En los Dj 201 y 240 se realizaron
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where Vips = data of K. or ET, estimated with the tower of EC,
data of K or ET,.

estimated with the generated model, and  y,,.4 = average of the

Jiebs = average of the data of K. or ET, y

C> /imod

data of K, or ET . estimated with the generated model.

RESULTS AND DISCUSSION
Generation of the model

The daily variation of the K. and of the NDVI
recorded during 2018 (Figure 2) showed that the
NDVI increased from the appearance of the shoots
starting on Julian day (Dj) 37, until they reached
total cover (Dj 121). On Dj 201 and 240, pruning
was made, which caused a reduction of the NDVI.
Regarding this, Er-Raki ez a/. (2013) and Campos ez
al. (2010) observed the same phenomenon. After Dj
263 senescence and leaves falling began. However,
due to the appearance of new shoots, NDVI
remained relatively stable until Dj 320. Finally, on
Dj 359 the winter pruning was made. In this research
the highest values of NDVI were found on Dj 175
(0.83) and Dj 130 (0.82), those data were obtained
when the leaf area index (LAI) was 3.12 and 3.45 in
2018 and 2019, respectively. The lowest NDVI in
2018 occurred on Dj 40 (0.23), and in 2019 on Dj
25 (0.16), when the LAI was zero.

1.2
X x 1
0.8 =
0.6 %
=
@]
T 04
{ &Y 02
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2 OT RIS RRE
(o Mo B o B o B o' B o B s o B o s T o 0 T 0 81

Figura 2. Riegos aplicados, precipitacién y variacién diaria del Kcy del NDVI durante el afio 2018 en la parcela B3 plantada con

uva de mesa cv. Perlette desde el ano 2012.

Figure 2. Applied irrigations, rainfall and daily variation of K and NDVI during 2018 in the B3 plot planted with table grapes

cv. Perlette since 2012.
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podas; lo cual provocé una disminucién del NDVL
Al respecto, Er-Raki er al. (2013) y Campos et al.
(2010) observaron el mismo fenémeno. Después del
Dj 263 se inicié la senescencia y caida de hojas; sin
embargo, debido a la aparicién de brotes nuevos, el
NDVI permanecié relativamente estable hasta el Dj
320. Por dltimo, en el Dj 359 se realizé la poda de
invierno. En esta investigacién los valores mds altos
de NDVI se encontraron en los Dj 175 (0.83) y 130
(0.82), dicha informacidn se obtuvo cuando el indice
de drea foliar (IAF) fue de 3.12 y 3.45 en 2018 y
2019, respectivamente. Mientras que el NDVI mads
bajo en 2018 se presenté en el Dj 40 (0.23) y en
2019 en el Dj 25 (0.16), cuando el IAF fue de cero.

Ademds, se aprecia que hacia el fin de afo el
NDVI disminuyé, pero esa disminucién fue menor
que la del K. (Figura 2). Esto se explica porque la
temperatura promedio mensual de noviembre y di-
ciembre fue 18.5 y 14.8 °C, respectivamente. Bajo
esas condiciones de temperatura no fue posible que la
planta perdiera las hojas de forma natural y fue nece-
sario aplicar un defoliante para que el cultivo entrara
en latencia. Sin embargo, pese a que las plantas tienen
hojas, la mayoria se encontraba en una etapa de se-
nescencia avanzada y, por lo tanto, ya no eran tan efi-
cientes para realizar el proceso de fotosintesis. Prueba
de ello es que el K siguié disminuyendo después del
Dj 330, fecha en la cual se aplic6 una limina de riego
de 14.5 mm que provocé un reverdecimiento leve del
follaje, reflejado en el incremento del NDVI; en el
estudio de Er-Raki ef /. (2013) también se observé
ese fenémeno. Asimismo, de acuerdo con Jiang e 4.,
(20006) en esta temporada el NDVI se puede sobrees-
timar debido al incremento de la sombra en el dosel
de las plantas por un dngulo de inclinacién mayor en
la incidencia de la radiacién solar directa.

Los valores diarios de Kc tuvieron una tendencia
similar al NDVI, pero se observé que la lluvia au-
mentd sus valores debido a la mayor evaporacién del
suelo (Allen ez al., 1998; Lépez-Urrea et al., 2012).
Al respecto, Rodriguez er al. (2010) senalaron que
después de algunos dias los valores vuelven a ser simi-
lares a los dias previos al evento de precipitacién. Por
esta condicién, para generar y validar el modelo no se
usaron valores de K. ni de NDVI interpolado, un dia
antes y dos dias después de la lluvia. Segtiin Cuesta ez
al. (2005), este procedimiento se basa en la relacién
de tipo lineal que existe entre el NDVI y el coeficien-
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Furthermore, it was observed that towards the end
of the year the NDVI decreased, but this reduction
was less than that of the K. (Figure 2). The plausible
explanation is, that the average monthly temperature
in November and December was 18.5 and 14.8 °C,
respectively. Under these temperature conditions
it was not possible for the plant to lose its leaves
naturally, and it was necessary to apply a defoliant
for the vines entered into latency. However, although
the plants have leaves, most of them were in a state
of advanced senescence, and therefore, they were no
longer as efficient for the photosynthesis process. The
proof of this was that the K. continued in reduction
after Dj 330, date at which an irrigation of 14.5 mm
was supplied, which caused a slight greening of the
foliage, expressed in the increment of the NDVI. Er-
Raki er al. (2013) also observed this phenomenon.
In addition, according to Jiang ez /. (2000), in this
period the NDVI may be overestimated due to the
increase in shade on plant canopy produced by a
greater inclination in the incidence degree of direct
solar radiation.

The daily values of K. had a tendency similar
to that of NDVI, but it was observed that the rain
increased its values due to the higher evaporation of
the soil (Allen ez al., 1998, Lépez-Urrea et al., 2012).
In this regard, Rodriguez ez al. (2010) indicated
that after several days the values are again similar to
the days prior to the rainfall event. Because of this
condition, to generate and validate the model, K.
values were not used nor interpolated NDVI, one
day before or two days after the rainfall. According
to Cuesta ez al. (2005), this procedure is based on
the linear relationship that exists between the NDVI
and the basal crop coefficient (K ). The model was
generated with the data of KC and NDVI of the year
2018 and was validated with data of the year 2019.

Cuesta et al. (2005) and Consoli and Barbagallo
(2012) found a linear relationship between K. and
NDVI. Therefore, with the NDVTI and K. values not
influenced by the rainfall, a simple linear regression
was obtained with the start forced to the origin at
the null coordinates (Figure 3). Thus, the model to
obtain K_ as a function of NDVI was generated.
K. obtained with the model was defined as K,
(Kenpyr = 0-8853(NDVI)) while that obtained with
equation 6, based on measurements from the EC
system was labelled as K ..
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te basal del cultivo (K, ). El modelo se generé con los
datos de KC y NDVI del afo 2018 y se validé con
datos del afno 2019.

Cuesta ez al. (2005) y Consoli y Barbagallo (2012)
encontraron que la relacién entre el Kcy el NDVI es
de tipo lineal. Por ello, con los valores de NDVI y
de K. no influenciados por la lluvia se obtuvo una
regresién lineal simple con inicio forzado al origen
en las coordenadas nulas (Figura 3). Asi, se gener6 el
modelo para obtener el K. en funcién del NDVI. El
K. obtenido con el modelo se definié como K_ -
(Knpyr = 0-8853(NDVI)) y el obtenido con la ecua-
cién 6, con base en los registros del sistema EC, fue
K.

El R*= 0.738 encontrado en este estudio fue me-
nor al R*= 0.96 calculado por Campos ez al. (2010)
y mayor al R*= 0.63 obtenido por Er-Raki ez al.
(2013). Tales diferencias es probable que se deban
a las condiciones en las cuales se realizaron dichos
estudios. En el caso de Campos ez al. (2010) solo se
relacionaron 9 datos de K, con 9 datos de NDVI
calculados a partir de imdgenes Landsat 5 obtenidas
en el periodo de desarrollo médximo del cultivo, com-
prendido entre los Dj 126 a 270. El ajuste menor
obtenido por Er-Raki ez a/. (2013) se puede atribuir a
las mediciones de reflectancia para calcular el NDVI,
ya que las realizaron a una altura aproximada de 3 m
sobre la superficie de suelo. Debido a que la vid es un

0.9

0.8 Kenpvr = 0.8853(NDVI)
R*=10.738

0.7
0.6
0.5

0.3
0.2
0.1

The R* = 0.738 found in this study was lower than
the R* = 0.96 calculated by Campos ez 2l (2010)
and higher than the R* = 0.63 obtained by Er-Raki
et al. (2013). These differences are probably due to
the conditions under which the studies were made.
In the case of Campos ez al. (2010), only 9 K, data
with 9 NDVI data calculated from Landstat 5 images
obtained in the period of maximum development of
the crop (Dj 126 to 270). The lowest fit obtained
by Er-Raki er al. (2013) can be attributed to the
measurements of reflectance for calculating NDVI,
given that they were made at an approximate height
of 3 m over ground surface. Because the vine is a tall
crop (around 2.25 m), the measurement area of the
manual radiometer was limited over the crop canopy.
Therefore, those differences in the R* values may be
results of a difference in scale.

Validation of the model

For the validation, the model generated (Figure
3) was applied with the data of NDVTI of the year
2019. The relationship obtained between the values
of K, and of K. showed an R?=0.749, a CME =
0.11 and a slope (0.8853) close to 1.0 (Figure 4). The
K ovr obtained with the NDVI data interpolated

from the year 2019, was multiplied by the ET of
the corresponding day to estimate the ET_. of the

NDVI

Figura 3. Relacién entre el K.y el NDVI de la parcela B3 plantada con uva de mesa cv. Perlette desde el afo 2012.
Figure 3. Relationship between K and NDVI of the B3 plot planted with table grapes cv. Perlette since 2012.
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cultivo de porte alto (alrededor de 2.25 m) el drea de
medicién del radidémetro manual sobre el dosel del
cultivo estuvo limitada. Por lo tanto, las diferencias
en los valores de R* pueden ser resultado de una di-
ferencia de escala.

Validacién del modelo

Para la validacién se aplicé el modelo generado
(Figura 3) con los datos de NDVI del ano 2019. La
relacién obtenida entre los valores de KoY de K.
mostré un R* = 0.749, un CME = 0.11 y una pen-
diente (0.8853) cercana a la unidad (Figura 4). El
K oy, obtenido con los datos de NDVT interpolado
del afo 2019 se multiplicé por la ET del dia co-
rrespondiente para estimar la ET . del modelo. En lo
subsecuente, se denominard ET.a la variable medida
con el sistema EC, y ET ., al resultado de multipli-
car el K., generado con el modelo por la ET,. La

CND
.y . ’ 2
relacién entre ET .y ET ., se ajusté con una R* de

0.921 y un CME de 0.67 mm d (Figura 5).

Al comparar las R* (Figura 4 y Figura 5) se puede
observar un ajuste mayor en la segunda relacién, a
pesar de que los mismos valores de NDVI se usaron
en ambas. Choudhury ez al. (1994) encontraron una
relacién mejor entre el IAF y la ET . que entre el IAF
y el K, debido a las variaciones en la evaporacién del

0.9
0.8
0.7
0.6

z0.5

0.3
0.2
0.1

model. Hereafter, ET,. will be used to refer to the
variable measured with the EC system, and ET . to
the result of multiplying the K, generated with
the model by the ET,. The relationship between ET .
and ET_, fitted with an R?0f 0.921 and a CME of
0.67 mm d' (Figure 5

When comparing both R* values (Figure 4
and Figure 5), a greater fit can be observed in the
second relationship, even though the same values of
NDVI were used. Choudhury ez 4/ (1994) found
a better relationship between LAI and ET_ than
between LAI and K., due to the variations in soil
evapotranspiration. Given that NDVI values are
directly related with LAI of the crop, the relationship
between K_and K fitted in a lower degree than
the relationship between ET. and ET . the highest

values of R* were obtained in this latter relationship.

Comparison between data measured, and
estimated with the model

In the monthly irrigation values, ET,, ET,

ET .o and rain, and the monthly averages of K. and

K wovi of the B3 plot, the data that received influence
from the rainfall were included to obtain the averages
(Table 2). The ET values are around 1800 mm a’', as

it is characteristic of the semi-arid climates (Er-Raki

0.6 0.8 1

K

Figura 4. Relacién entre el K. medido con el método de ECy el K dela parcela B3 plantada con uva de mesa cv. Perlette desde

el afo 2012.

Figure 4. Relationship between the K measured with the method of EC and the K = of the B3 plot planted with table grapes

cv. Perlette since 2012.
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Figura 5. Relacién entre la ET_y la ET,

CEST

Figure 5. Relationship between ET_and ET,

CEST

suelo. Dado que los valores de NDVI se relacionaron
de forma directa con el IAF del cultivo, la relacién

entre el K.y el tuvo grado de ajuste menor

KCNDVI

que la relacién entre la ET_ y la ET los valores

CESP
mayores de R* se obtuvieron en esta dltima relacién.

Comparacién entre datos medidos y
estimados con el modelo

En los valores mensuales de riego, ET, ET,

ET. v lluvia, y los promedios mensuales de K.
Y Koxnow de la parcela B3, se incluyeron los datos

que recibieron influencia de la lluvia para obtener
los promedios (Cuadro 2). Los valores de ET | estin
alrededor de los 1800 mm a’!, caracteristico de los
climas semidridos (Er-Raki ez al., 2013). Respecto a
los valores extremos de ET, los valores minimos se
obtuvieron en invierno (1.47 mm d”en 2018 y 0.97
mm d” en 2019) y los mdximos en verano (9.05 mm
d'en 2018 y 9.62 mm d"' en 2019). Er-Raki ez al.
(2013) observaron valores minimos de ET en invier-
no y otofio (2 mm d') y méximos en verano (8.5 mm
d' en 2005y 9.5 mm d en 20006).

Respecto a la ET_, en 2018 el promedio fue de
3.02 mm d"' y en 2019 fue de 3.2 mm d’!, mientras
que el promedio de ET fue 5.3 y 4.9 mm d. Asi,
la ET represent6 57.1 y 64% de la ET . Zermeno-
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ETc

de la parcela B3 plantada con uva de mesa cv. Perlette desde el afio 2012.
of the B3 plot planted with table grapes cv. Perlette since 2012.

et al., 2013). Regarding the extreme values of ET,
the minimum values were obtained in winter (1.47
mm d! in 2018 and 0.97 mm d' in 2019), and the
maximum in summer (9.05 mm d'in 2018 and 9.62
mm d!in 2019). Er-Raki ef 2/ (2013) observed the
minimum ET values in winter and autumn (2mm
d!), and the maximum in summer (8.5 mm d in
2005 and 9.5 mm d' in 20006).

Regarding ETC, in 2018 the average was 3.02 mm
d' and in 2019 it was 3.2 mm d", while the average
ET, was 5.3 and 4.9 mm d™. Thus, ET,. represented
57.1 and 64% out of ET . Zermefio-Gonzilez et al.
(2017) explained this difference by the partial cover
of the crop. As for the values of ET_, Rodriguez et
al. (2010) observed maximum values of 5 mm d’!,
and in this study during the summer the maximum
values were 6.44 mm d' in 2018 and 7.74 mm d'in
2019. In general, the values of K. and ET,. obtained
by these authors differ from those shown in Table 2,
although both studies were carried out in the same
zone and with the same method. An important
difference was the frequency of measurement, which
in this study was 20 Hz; while Rodriguez ez al.
(2010) measured a frequency of 10 Hz. Allen et 4.
(2011) mentioned that measurements with the EC
system are usually made at any frequency between 5
and 20 Hz, and 10 Hz is the most common. Thus,
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Cuadro 2. Valores mensuales de riego, ET, ET, ET_,, y promedios mensuales de K_y K, de la parcela B3 plantada con uva

de mesa cv. Perlette desde el ano 2012.
Table 2. Monthly values of irrigation, ET, ET, ET .,
grapes cv. Perlette since 2012.

and monthly averages of K_and K. of the B3 plot planted with table

N Riego (mm) ET, (mm) ET, (mm) ET_q, (mm) K. Keow
¢ 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019
1 12 29 92 87 9 15 19 15 0.10 0.21 0.17 0.17
2 50 29 99 94 17 17 26 18 0.18 0.18 0.26 0.19
3 130 72 165 144 59 56 61 52 0.36 0.39 0.37 0.35
4 192 125 214 185 124 115 126 109 0.58 0.62 0.59 0.59
5 158 157 239 200 162 151 164 135 0.68 0.75 0.69 0.68
6 139 121 235 227 165 165 163 147 0.71 0.73 0.70 0.65
7 157 131 221 218 163 177 142 132 0.74 0.81 0.64 0.60
8 102 80 186 200 141 160 104 122 0.75 0.80 0.56 0.61
9 67 63 169 149 109 121 88 85 0.65 0.82 0.52 0.57
10 66 74 121 135 85 98 65 79 0.71 0.73 0.54 0.58
11 55 58 93 96 42 53 46 59 0.45 0.55 0.49 0.61
12 8 6 79 82 14 37 40 36 0.19 0.45 0.38 0.47
Total 1135 944 1912 1819 1090 1164 1044 989

Gonzélez ez al. (2017) explicaron esa diferencia por la
cobertura parcial del cultivo. En cuanto a los valores
de ET_, Rodriguez ez al. (2010) observaron valores
mdximos de 5 mm d’', y en este estudio durante el
verano los valores mdximos fueron de 6.44 mm d!' en
2018 y de 7.74 mm d' en 2019. En general, los va-
lores de K.y ET . obtenidos por esos autores difieren
de los mostrados en el Cuadro 2, aunque ambos es-
tudios se realizaron en la misma zona y con el mismo
método. Una diferencia importante fue la frecuencia
de medicidn, en este estudio fue 20 Hz; mientras que
Rodriguez ez al. (2010) midieron a una frecuencia de
10 Hz. Allen ez al. (2011) mencionaron que las me-
diciones con el sistema EC se realizan a una frecuen-
cia de entre 5y 20 Hz, y 10 Hz es la mds comdn. Por
ello, la frecuencia de medicién no es una explicacién
satisfactoria ante las diferencias encontradas.
Durante la etapa de crecimiento y desarrollo de
las plantas del vifiedo, los K. (Cuadro 2) fueron infe-
riores a los 0.30, 0.85 y 0.45, encontrados por Allen
et al. (1998); esa fue una evidencia del efecto del rie-
go localizado que provoca una reduccién en la evapo-
racién del suelo (Consoli y Vanella, 2014). Asimis-
mo, se identificé que entre temporadas consecutivas
los valores de K_ fueron diferentes. Lépez-Urrea ez
al. (2012) también observaron este efecto; obtuvie-
ron datos de Kc de 0.75, 0.60 y 0.72 de enero hasta

la cosecha (agosto-septiembre), dichos valores fueron
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the frequency of measurement is not a satisfactory
explanation for the differences found.

During the growth and development stage of the
vineyard, K. (Table 2) were lower than those 0.30,
0.85 and 0.45 recorded by Allen ez al. (1998); that
is evidence of the effect from localized irrigation
that reduced evaporation of the soil (Consoli and
Vanella, 2014). Similarly, it was identified that
between consecutive seasons K. values were different;
Lépez-Urrea et al. (2012) also observed this effect,
with K. data of 0.75, 0.60 and 0.72 from January
to harvest time (August-September), those values
were determined with a weighing lysimeter in cv.
Tempranillo in 2007, 2008 and 2009, respectively.
That difference with this study is explained by the
amount of cover, since table grapes need to intercept
the highest amount of radiation. In contrast, in
grapes for wine production the amount of cover
must be limited in order to increase fruit quality.

Zermeno-Gonzilez et al. (2017) estimated values
of K. higher than 1 from May to August, in wine
grape cv. Shiraz. In their study, they multiplied the
ET, by the factor of crop cover before using equation
5, which is why their K. values were higher than those
of this study; for only six K . data greater than 1 were
registered in the two years studied. These values were
obtained during the rainy season, in which there was
a reduction of ET or an increment in ET_ due to
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determinados con un lisimetro de pesada en cv. Tem-
pranillo en 2007, 2008 y 2009, respectivamente. Esa
diferencia con este estudio se explica por la cantidad
de cobertura, ya que la uva de mesa requiere intercep-
tar la mayor cantidad de radiacién. En cambio, en la
uva destinada a la produccién de vino se debe limitar
la cobertura para incrementar la calidad de la fruta.

Zermeno-Gonzilez et al. (2017) estimaron valo-
res de K. mayores a 1 de mayo a agosto, en uva para
vino cv. Shiraz. En su estudio, multiplicaron la ET,
por el factor de cobertura del cultivo antes de apli-
car la ecuacién 5, razén por la cual sus valores de
K. fueron mayores a este estudio en el cual solo se
registraron seis datos de K. mayores a 1 en los dos
anos estudiados. Estos valores se obtuvieron durante
la temporada de lluvias, en la cual se presenté una
disminucién de la ET o un incremento de la ET_
debido a la mayor evaporacién del suelo, tal como
observaron Consoli y Barbagallo (2012).

En cuanto a los datos modelados, la variacién de
la ET_,, es congruente con las fluctuaciones de la
ET. medida. Sin embargo, respecto a las condiciones
climdticas y la fenologia del cultivo se pueden definir
cuatro tendencias claras de los datos estimados con el
modelo durante el afo (Cuadro 3).

1) Sobrestimacién (enero-febrero). En esta tempora-
da el NDVI dependié directamente de las carac-
teristicas del suelo y los restos de la poda invernal,

Cuadro 3. ET, ET,

CEST

a higher soil evaporation, as it was also observed by
Consoli and Barbagallo (2012).

Regarding the modelled data, variation on
ET_,,, is congruent with fluctuations of measured
ET.. However, as for climatic conditions and crop
phenology, four clear tendencies can be defined from
the data estimated with the model during the year

(Table 3).

1) Overestimation (January-February). In this
period NDVI depended directly on characteristics
of the soil and remnants of the winter pruning,
thus K, was higher than K_. measured. This
effect was observed only in 2018, because in
2019 there were rains that increased ET, due
to a higher soil evaporation (Allen ez al., 1998;
Consoli and Barbagallo, 2012), and therefore K.
also increased.

2) Adequate fit (March-June). Because it is the driest
season of the year, the greatest quantity of images
free of cloudiness were analyzed. In most of this
period an image was processed every 5 d; this is
the requirement for estimating ET_ with 80%
accuracy (Alfieri ez al., 2017). This period is very
important, because frequently a greater amount
of water is supplied than what is required by the
crop, due to the rapid growth of the foliage.

3) Underestimation (July-October). This is due to
the smaller quantity of available images because

diferencia entre ET, y ET_, nimero de imégenes analizadas y precipitacién

durante cuatro periodos de desempefio del modelo en la parcela B3 plantada con uva de

mesa cv. Perlette desde el afio 2012.
Table 3. ET, ET,

CEST

difference between ET_ and ET,

CEST,

number of images analyzed and rainfall during

four periods of model performance in the B3 plot planted with table grapes cv. Perlette since

2012.

Periodo Ene -feb Mar-jun Jul-oct Nov-dic Total
ET, (mm) 2018 26 510 498 57 1090
ET,,, (mm) 2018 45 514 399 86 1044
ET, (mm) 2019 32 487 556 90 1164
ET,,., (mm) 2019 33 443 418 95 989

2018 -19 4 99 29

ET BT qmm) 5519 1 44 138 5

2018 73 0.8 20 51

_ 0,

ET BT epr (%) 2019 3 9 25 5
- lades 2018 3 20 17 9 49
magenes analizadas 2019 6 18 12 7 43
Precipitacion (mm) 2018 0 6 230 0 236
FECpIacion imm— 419 10 6 83 161 260
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por lo que el K . fue mayor que el K. medido.
Tal efecto se aprecié solo en 2018 porque en 2019
se presentaron lluvias que aumentaron la ET, de-
bido a la mayor evaporacién del suelo (Allen ez /.,
1998; Consoli y Barbagallo, 2012), y por lo tanto
el K. también se incremento.

2) Ajuste adecuado (marzo-junio). Por ser la tempo-
rada mds seca del afio se analiz6 la mayor cantidad
de imdgenes libres de nubosidad. En la mayor par-
te de este periodo se procesé una imagen cada 5
d, requisito para estimar la ET . con una precisién
del 80% (Alfieri ez al., 2017). Este periodo es muy
importante porque debido al crecimiento rdpido
del follaje se suele aportar un volumen de agua
mayor que el requerido por el cultivo.

3) Subestimacién (julio-octubre). Esta ocurre debi-

do a la menor cantidad de imdgenes disponibles
por la temporada de lluvias y a la saturacién del
NDVI (Er-Raki e# al., 2013). A pesar de que el
cultivo continuaba con el desarrollo del follaje y
la evapotranspiracién incrementd, el NDVI no lo
detectd.
De manera que los valores de K., y» en con-
secuencia, de ET . fueron menores que el Ky
la ET. medidos por el método de EC. Ademds,
hubo una mayor diferencia entre la ET_ y la ET-
cpsy €N 2019 (Cuadro 3), porque en ese ano du-
rante agosto y septiembre hubo dos periodos con-
secutivos de 20 y 25 d sin imdgenes disponibles,
los cuales tuvieron un efecto directo en los valores
bajos de ET ..

4) Sobreestimacién (noviembre-diciembre). Debido
a la senescencia, las hojas redujeron su tasa de eva-
potranspiracién; pero el NDVI no pudo detectar
tales cambios (Knipper ez al., 2019), por lo que se
obtuvieron valores de K altos. En 2019 du-
rante este periodo se presentaron lluvias, por lo
tanto, el efecto fue menos evidente que en 2018.

Evapotranspiracién a nivel de predio
Los mapas de ET . para el periodo marzo-junio
del 2019 (Figura 6) y de la ET .. anual (Figura 7) se

realizaron tomando como base los mapas de K, .

(48 de 2018 y 43 de 2019) obtenidos al aplicar el

modelo generado (Figura 3). Estos mapas se multi-

plicaron por la ET| diaria y se us6 el mapa de K,

desde un dia después de la fecha de captura de la ima-
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of the rainy season and the saturation of the
NDVI (Er-Raki ez al, 2013). Even though
vines continued their foliage development and
evapotranspiration increased, NDVI did not
detect this.
Thus, K, values and consequently ET ...
were lower than the K. and ET_ measured by
the EC method. Furthermore, there was a greater
difference between ET_. and ET_. . in 2019
(Table 3), because in that year during August and
September there were two consecutive periods
of 20 and 25 d without available images; those
periods had a direct effect on the low ET .,
values.
4) Opverestimation (November-December).
Due to senescence, reduced their
evapotranspiration rate; but NDVI was unable to
detect these changes (Knipper ez al., 2019); thus,
high K, values were obtained. In 2019 there
were rains during this period, therefore this effect

was less evident than that in 2018.

leaves

Evapotranspiration at plot scale
Maps of ET ... for March-June 2019 (Figure
6) and that of annual ET_ . (Figure 7) were made
based on the K, maps (48 of 2018 and 43 of
2019) obtained with the generated model (Figure
3). These maps were multiplied by the daily ET and
the K ,,, map was used starting on the day after
the date of the image, until the date at which the
next available image was taken. Daily maps of ET .
were used to obtain ET . values for the period of
interest using equation 6.

During March-June 2019 (Figure 6), in the B3
plot (see Figure 1), average NDVI was 0.63 with
variation from 0.55 to 0.67. Similarly, Kowi varied

from 0.49 to 0.59 with an average of 0.56. ET .,
presented a mean value of 399 mm with an interval
from 351 to 422 mm. When comparing the average
ET_,, with the ET_ data from this plot (Table 3),
for the same period March-June in which the best fit
of the model was showed, an underestimation of 88
mm (18%) was observed. This situation is attributed
to the fact that the satellite imagery represented the
heterogeneity with which the crop developed in each
square of plantation, and therefore, also the different

rates of evapotranspiration within the plot.
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Figura 6. Promedio de NDVI (A), promedio de K ..,
uva de mesa en Sonora, México.
Figure 6. Average NDVI (A), K . (B) and ET,

CEST
Sonora, Mexico.

gen hasta la fecha de captura de la siguiente imagen
disponible. Los mapas diarios de ET . se utilizaron
para obtener la ET_ . del periodo de interés utili-
zando la ecuaci6n 6.

Durante el periodo marzo-junio del afio 2019
(Figura 6), en la parcela B3 (ver Figura 1), el prome-
dio de NDVI fue 0.63 con variacién de 0.55 a 0.67.
Asimismo, el Koy vario de 0.49 a 0.59 con un
promedio de 0.56. La ET . present6 un valor me-
dio de 399 mm con intervalo de 351 a 422 mm. Al
comparar el valor promedio de ET ., con el dato de
ET,_ de dicha parcela (Cuadro 3), durante el mismo
periodo marzo-junio en el cual se presentd el ajuste

mejor del modelo, se observé una subestimacién de

384 VOLUMEN 55, NUMERO 5

(B) y ET

(C) del periodo marzo — junio del afo 2019, en un vifiedo de

(C) in the period March-June 2019, within a vineyard of table grapes in

For the annual data of ET_, from the B3 plot
(Figure 7), the average water evapotranspiration in
2019 was 990 mm with variation from 887 to 1046
mm, and the average value was lower by 174 mm
(15%) than the ET_. measured in the B3 plot (Table
3). Itis also observed that plots: A1, A2, A6, B1, B2,
B5, B6, C7, D6, D7 and D8 presented the zones
with the most contrasting values of ET ... in 2018.
Of them, a reduction was observed in 2019, but
the pattern was maintained. According to Knipper
et al. (2018), this type of maps makes it possible to
identify areas with stress from deficient irrigation or
nutrition, poor functioning of the irrigation system,

or other environmental stress.
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Figura 7. Mapas de evapotranspiracién estimada a nivel de predio durante 2018 y 2019 en un vifiedo de uva de mesa en Sonora,

México.

Figure 7. Maps of evapotranspiration estimated at plot scale during 2018 and 2019 in a vineyard of table grapes in Sonora,

Mexico.

88 mm (18%). Esta situacién se atribuye a que las
imdgenes de satélite representaron la heterogeneidad
con la cual se desarrollé el cultivo en cada cuadro de
plantacién y, a partir de ello, también las tasas de eva-
potranspiracién diferentes dentro del predio.

Para los datos anuales de ET . de la parcela B3
(Figura 7), la limina evapotranspirada promedio en
2019 fue 990 mm con variacién de 887 a 1046 mm,
y el valor promedio fue menor en 174 mm (15%)
que la ET_medida en la parcela B3 (Cuadro 3). Tam-
bién se observa que las parcelas Al, A2, A6, B1, B2,
B5, B6, C7, D6, D7 y D8 presentaron las zonas con
valores de ET,,, mds contrastantes en 2018, de las
cuales se observé una disminucién en 2019, pero el
patrén se mantuvo. De acuerdo con Knipper ez al.
(2018) este tipo de mapas permiten identificar dreas
con estrés por riego o nutricién deficiente, mal fun-
cionamiento en el sistema de riego u otro estrés am-
biental.

Esta informacién es de gran utilidad para técnicos
y productores, ya que con estos mapas se identifican
aquellas dreas donde se presenta algtin tipo de estrés
y se les da prioridad para su correccién rdpida en el
manejo de esas parcelas. Por esta razén es necesario
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This information is of great use for technicians
and producers, as these maps identify those areas
where some type of stress is present, and priority can
be given for rapid correction in the management of
these plots. Therefore, it is necessary to generate these
products in zones such as the Costa de Hermosillo,
where the quantity of available images is high, for
their extensive use. Regardless Knipper ez al. (2019)
mentioned that the estimations of ET . based on the
NDVI do not appropriately distinguish the spatial
diversity due to their slow response to the indicators
of stress, and furthermore, that the real conditions
of the canopy are only available during the image is
taken.

CONCLUSIONS

The methodology proposed for estimating the
value of the coefficient of fit for crop development
(K.) as a function of the NDVI interpolated daily,
underestimated the evapotranspiration from the
annual crop by just 11% in relation to the value
obtained with the Eddy covariance method, thus it
is considered adequate for this purpose.
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generar estos productos en zonas como la Costa de
Hermosillo donde la cantidad de imdgenes disponi-
bles es alta, para su uso extensivo. A pesar de que
Khnipper ez al. (2019) mencionaron que las estima-
ciones de ET . basadas en el NDVI no distinguen de
forma apropiada la diversidad espacial debido a su
respuesta lenta ante los indicadores de estrés y, ade-
mds, que las condiciones reales del dosel solo estin
disponibles durante la toma de la imagen.

CONCLUSIONES

La metodologia propuesta para estimar el valor
del coeficiente de ajuste por desarrollo de cultivo
(Kc) en funcién del valor del NDVI interpolado dia-
rio, subestimé sélo un 11% de la evapotranspiracién
del cultivo anual respecto al valor obtenido con el
método de covarianza de vértices; por lo tanto, se
considera adecuada para este propésito.

La estimacién de la evapotranspiracién del cultivo
(ET,) a nivel de predio fue 15% inferior, pero tiene
la ventaja de ser aplicable a extensiones grandes de
dreas cultivadas. Ademis, el cdlculo de ET_.en forma
espacialmente explicita a nivel pixel es importante
para el manejo del riego a nivel parcela, ya que per-
mite conocer el volumen de agua evapotranspirada
por cada seccién de riego y cuadro de plantacién.

El método propuesto estimé con precisién ade-
cuada la ET,. del vinedo, con una resolucién tempo-
ral de 5 a 10 dias en funcién de la disponibilidad de
imdgenes de satélite. Por medio de la interpolacién
de esos datos se pudo estimar la evapotranspiracién
diaria del cultivo. La mejor funcionalidad del mode-
lo se presentd en la primavera, la etapa de desarrollo
méximo del cultivo y de la contribucién menor de la
humedad del suelo a la evaporacién, por la cobertura
foliar mayor en los vifiedos de uva de mesa.

AGRADECIMIENTOS

Al Fondo de la Agencia Mexicana de Cooperacién Inter-
nacional para el Desarrollo (AMEXCID) y la Agencia Chilena
de Cooperacién Internacional para el Desarrollo (AGCID), por
los fondos para la investigacién con el proyecto “Incremento de
la eficiencia y cuidado del agua mediante experiencia conjunta
entre comunidades de Sonora-México y Linares-Chile”. Al pro-
ductor cooperante del predio Vifas de la Costa, Costa de Her-
mosillo, México, por su colaboracién fundamental para llevar a

cabo el estudio.

386 VOLUMEN 55, NUMERO 5

The estimation of the crop evapotranspiration
(ET,) at the plot scale was 15% lower, but it has
the advantage of being applicable to large extensions
of cultivated areas. Furthermore, the calculation of
ET,. in spatially explicit form at a pixel precision is
important for the management of irrigation at the
plot scale, since it makes possible to know the volume
of evapotranspiration water for each irrigation section
and square of plantation.

The proposed method estimated with adequate
precision the ET_ of the vineyard, with a temporal
resolution of 5 to 10 days as a function of the
availability of satellite images. By means of the
interpolation of these data it was possible to
estimate the daily crop evapotranspiration. The
best functionality of the model occurred in the
spring, the stage of maximum crop development
and of the lowest contribution of soil moisture to
evapotranspiration, due to the greater foliar cover in
the vineyards of table grapes.
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ABSTRACT

Biofuels are a sustainable energy option that can contribute to
solve some current environmental problems. For example, it
seems imperative to find alternative energy sources; and among
them adequate and sustainable raw materials to produce biofuels,
such as bioethanol. This study, under the assumption that
Maralfalfa grass would be a suitable substrate to produce biofuel,
aimed at evaluating the biomass yield, chemical composition,
and theoretical bioethanol production of Maralfalfa grass (C.
purpurens Schumach.) Morrone harvested at three cutting
frequencies (CF). Treatments were distributed in a randomized
complete blocks design with split-plots arrangement and three
replicates. Analysis of variance was done with GLM procedure
and means were compared with Tukey test (p=<0.05). At 120
d, the lignocellulosic material content was the highest (p=<0.05)
with 66% of holocellulose, 30% hemicellulose, 22% lignin,
1.8% acid soluble lignin, 20% acid insoluble lignin, 26% acid
insoluble residue, and 6.2% ashes. The highest concentration
of extractives compounds was found at 150 d harvest frequency
(15.5%; p=<0.05), while the highest biomass production (32.6
Mg ha'! y), calorific value (21.0 M] kg'), and bioethanol
production (239.9 L Mg' MS") was obtained at the 180 d
(p=0.05). No significant changes were found for crude protein
(p>0.05). Results showed that Maralfalfa grass (C. purpureus

Schumach.) Morrone is an attractive alternative for bioethanol
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RESUMEN

Los biocombustibles son una opcién energética sostenible que
puede contribuir a solucionar algunos problemas ambientales
actuales. Por ejemplo, parece imperativo encontrar fuentes de
energfa alternativas; y entre ellos materias primas adecuadas y
sostenibles para producir biocombustibles, como el bioetanol.
Este estudio, bajo el supuesto de que el pasto Maralfalfa puede
ser un sustrato adecuado para la produccién de biocombustible,
tuvo como objetivo evaluar el rendimiento de biomasa, la com-
posicién quimica y la produccién teérica de bioetanol del pasto
Maralfalfa (C. purpurens Schumach.) Morrone cosechado en tres
frecuencias de corte (CF). Los tratamientos se distribuyeron en
un disefio de bloques completos al azar con un arreglo de parcelas
divididas y tres repeticiones. El andlisis de varianza se realizé con
el procedimiento GLM vy las medias se compararon con la prueba
de Tukey (p=<0.05). A los 120 d, el contenido de material ligno-
celulésico fue el més alto (p=<0.05) con 66% de holocelulosa,
30% de hemicelulosa, 22% de lignina, 1.8% de lignina soluble
en dcido, 20% de lignina insoluble en 4cido, 26% de residuo
insoluble en 4cido y 6.2% de cenizas. La concentracién mayor
de compuestos extractivos se encontré en la frecuencia de cose-
cha de 150 d (15.5%; p=<0.05), mientras que mayor produccién
de biomasa (32.6 Mg ha' y'), valor calorifico (21.0 MJ kg™),
y produccién de bioetanol (239.9 L Mg! MS™) se obtuvieron
a los 180 d (p=<0.05). No se encontraron cambios significati-
vos en proteina cruda (p>0.05). Los resultados mostraron que
el pasto Maralfalfa (C. purpurens Schumach.) Morrone es una
alternativa atractiva para la produccién de bioetanol debido a su
rendimiento de biomasa alto y composicién quimica en tiempos

de cosecha cortos.
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production due to high biomass yield and chemical composition

at short harvesting times.

Key words: Cenchrus purpureus, lignocellulosic characterization,

calorific value, bioethanol, cutting frequency.

INTRODUCTION

r I Yhe need for cleaner energies has incentivized
governments around the world to increase
the production of biofuels. In 2018, the

world biofuel production increased by 9.7%, the

greatest increment since 2008. Liquid biofuels
from lignocellulosic biomass, such as agricultural
and forestry waste and grasses have the potential to
be used as substitutes or complement of gasoline

(Rengsirikul ez al., 2013). The world fuel ethanol

production in 2018 was 52.6 billion Mg 2202.256

billion MJ (RFA, 2019), of which USA and Brazil

are the largest producers, followed by the European

Union and China (OECD/FAO, 2019; RFA, 2019).

In order to be competitive and replace fossil fuels,

they must be affordable. Feedstock can account for

up to 75% of the total cost of bioethanol production,
depending on the type of biomass material used
to produce it (Brown ez al., 2020). Bioethanol is

produced from maize (60%), sugar cane (25%),

molasses (7%) wheat (4%), and from other grains,

cassava or sugar beets (OECD/FAO, 2019), materials
considered as first generation sources (Mohammed ez

al., 2015).

The use of these materials has raised ethical
concerns since its usage as feedstock for biofuel
production has caused shortages and has increased
the cost of materials which are important crops for
human food (Mohammed ez /., 2015). An alternative
is the use of second generation lignocellulosic
materials, such as C, Gramineae, which contain
40% cellulose, 35% hemicelluloses, and 30% lignin.
To make sugars available for bioethanol production
through fermentation, a pretreatment is required
to remove lignin, followed by a saccharification
step to hydrolyze cellulose and hemicelluloses into
fermentable sugars (Wongwatanapaiboon ez al.,
2012).

In Mexico, varieties of Cenchrus purpureus
(Schum.)  Morrone  (previously
purpureum) were introduced in tropical and
subtropical regions. This genus is originally from

Pennisetum
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Palabras clave: Cenchrus purpureus, caracterizacién lignocelulé-

sica, valor calorifico, bioetanol, frecuencia de corte.

INTRODUCCION

a necesidad de energfas mds limpias ha in-
Lcentivado a los gobiernos de todo el mundo a

aumentar la produccién de biocombustibles.
En 2018, la produccién mundial de biocombustibles
aumenté en un 9.7%, el mayor incremento desde
2008. Los biocombustibles liquidos de biomasa lig-
nocelulésica, como los desechos agricolas y forestales
y las gramineas, tienen el potencial de utilizarse como
sustitutos o complementos de la gasolina (Rengsi-
rikul ez al., 2013). La produccién mundial de etanol
combustible en 2018 fue 52.6 mil millones de Mg,
equivalentes a 2202.256 mil millones de M] (RFA,
2019), de los cuales EE.UU. y Brasil son los mayores
productores, seguidos por la Unién Europea y China
(OCDE/FAO, 2019; RFA, 2019).

Para ser competitivos y reemplazar los combusti-
bles fésiles por biocombustibles, éstos deben ser ac-
cesibles. La materia prima puede representar hasta el
75% del costo total de produccién de bioetanol, con
dependencia del tipo de material de biomasa utili-
zado para producirlo (Brown ez al., 2020). El bioe-
tanol se produce a partir del maiz (60%), cana de
azucar (25%), melaza (7%), trigo (4%) y de otros
cereales, mandioca o remolacha azucarera (OCDE/
FAO, 2019), materiales considerados como fuentes
de primera generacién (Mohammed ez al., 2015).

El uso de estos materiales ha planteado preocu-
paciones éticas, ya que su uso como materia prima
para la produccién de biocombustibles ha provoca-
do escasez y ha aumentado el costo de los materiales,
que son cultivos importantes para la alimentacién de
humanos (Mohammed ez 4/., 2015). Una alternativa
es el uso de materiales lignocelulésicos de segunda
generacion, como las gramineas C4, que contienen
40% de celulosa, 35% de hemicelulosas y 30% de
lignina. Para que los aztcares estén disponibles para
la produccién de bioetanol a través de la fermenta-
cién, se requiere un pretratamiento para eliminar la
lignina, seguido de una sacarificacién para hidrolizar
la celulosa y las hemicelulosas en azicares fermenta-
bles (Wongwatanapaiboon ez al., 2012).

En Meéxico, se introdujeron variedades de Cen-
chrus purpureus (Schumach.) Morrone (antes nom-
brada Pennisetum purpureum) en regiones tropicales
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tropical zones in Africa and it is used as animal
feed. However, it can be a good source of sugars to
produce second generation bioethanol due higher
dry matter yields (51 Mg DM ha') (Rengsirikul ez
al., 2013) and chemical composition (46% cellulose
and 28% hemicellulose) (Lima et al, 2014). In
Mexico, there are few studies with grass biomass
at different harvesting frequencies as feedstock to
produce biofuels. Therefore, under the assumption
that Maralfalfa grass would be a suitable substrate to
produce biofuel, the aim of this research study was
to evaluate the biomass yield, chemical composition,
and theoretical bioethanol production of Maralfalfa
grass (C. purpureus Schumach.) Morrone harvested
at three cutting frequencies (CF).

MATERIALS AND METHODS

Study area

The biomass yield was evaluated at the “Papaloapan”
Experimental Site of the INIFAD at 18° 06’ N and 952 31’
W, altitude 65 m, in Cd. Isla, Veracruz, with A, climate and
average temperature of 25.7 °C. The soil is orthic acrisol,
sandy loam, with a pH between 4.0 and 4.7, with low organic
matter, nitrogen, calcium, or potassium, and medium to high
phosphorus and magnesium content. The physicochemical
determinations of the dry matter (DM) were done at the
Laboratorio de materiales lignocelulésicos under Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), at San Martinito, Puebla, and the Instituto Mexicano
del Petroleo, with the exception of N content, which was done
at Laboratorio de fertilidad y quimica ambiental under Colegio
de Posgraduados, Campus Montecillo. Variables evaluated
were biomass yield, calorific value, water content, extractives
compounds, holocellulose, cellulose, hemicellulose, crude
protein, Klason lignin, acid soluble lignin, acid insoluble lignin,

acid insoluble residue, and ashes.
Plots of Maralfalfa grass

Sowing was made on July 22, 2011, in rows separated by
0.50 m, in 5 x 16 m experimental plots, with three replicates.
Two fertilizations were applied at 43 and 112 d after sowing,
using the formula: 120-80-00 kg ha" N and P,O..

Biomass yield

Biomass accumulation was determined per area unit for each
CF 120, 150, and 180 days after the homogenization cut (dahc),
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y subtropicales. Este género es originario de zonas
tropicales de Africa y se utiliza como alimento para
animales. Sin embargo, puede ser una buena fuente
de azicares para producir bioetanol de segunda ge-
neracion debido a rendimientos mayores de materia
seca (51 Mg DM ha') (Rengsirikul ez 4/, 2013) y
composicién quimica (46% celulosa y 28% hemice-
lulosa) (Lima ez al., 2014). En México, son pocos los
estudios sobre la aplicacién de biomasa de gramineas
en diferentes frecuencias de recoleccién como mate-
ria prima para producir biocombustibles. Por lo tan-
to, bajo el supuesto de que el pasto Maralfalfa seria
un sustrato adecuado para producir biocombustible,
el objetivo de esta investigacién fue evaluar el ren-
dimiento de biomasa, la composicién quimica y la
produccién tedrica de bioetanol del pasto Maralfal-
fa (C. purpureus Schumach.) Morrone cosechado en
tres frecuencias de corte (CF).

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El rendimiento de biomasa se evalué en el Sitio Experimen-
tal “Papaloapan” del INIFAP, a 18° 06’ N y 952 31” O, altitud
65 m, en Cd. Isla, Veracruz, con clima A,y temperatura pro-
medio de 25.7 °C. El suelo es acrisol értico, franco arenoso, con
un pH entre 4.0 y 4.7, con contenido bajo de materia orgdnica,
nitrégeno, calcio o potasio, y contenido medio a alto de fésforo
y magnesio.

Las determinaciones fisicoquimicas de la materia seca (DM)
se realizaron en el Laboratorio de materiales lignocelulésicos
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP), en San Martinito, Puebla, y el Instituto
Mexicano del Petrdleo, con excepcion del contenido de N, que
se realizd en el Laboratorio de fertilidad y quimica ambiental del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Las variables
evaluadas fueron rendimiento de biomasa, valor calorifico, con-
tenido de agua, compuestos extractivos, holocelulosa, celulosa,
hemicelulosa, proteina cruda, lignina Klason, lignina soluble en
4cido, lignina insoluble en dcido, residuo insoluble en dcido y

cenizas.
Parcelas de pasto Maralfalfa
La siembra se realizé en julio 22, 2011, en surcos separados
por 0.50 m en parcelas experimentales de 5 x 16 m, con tres repe-

ticiones. Dos fertilizaciones se aplicaron a los 43 y 112 d después
de la siembra; se utiliz6 la férmula: 120-80-00 kg ha' Ny ons'

VENTURA-RIOS ez al. 391
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with destructive samplings for a year. In each plot, a 1 m* metal
frame was randomly tossed on five occasions and the plants were
cut off completely. The remaining plants were left to recover to
a height of 20 cm. The collected biomass was weighed (Ohaus,
Mod. GT-4000). Subsequently, the fresh weight of a sub-sample
was registered, and the sub-sample dried in an oven (Felisa, Mod.
FE-243A) at 55 °C until reaching constant weight, and DM was

determined.
Sample preparation for analyses

The dried samples were ground in a mill (Wiley) and sifted
with No. 40 (0.42 - 1.00 mm) and No. 60 (0.25 - 0.42 mm)
sieves. Then, the chemical variables and calorific value were

determined.
Lignocellulosic characterization

The TAPPI T-204 standard was used for the release of
extractives compounds. The holocellulose content was measured
using the acid chlorination method, whereas cellulose content
was determined by the ASTM D1103 standard procedure.
Hemicellulose content was obtained after extracting cellulose
content from holocellulose. The amount of acid soluble lignin
(ASL), acid insoluble lignin (AIL), and acid insoluble residue
(AIR) were obtained according to Sluiter ¢z /. (2012). The sum
of ASL and AIL constitutes the Klason lignin of the biomass. Six
determinations were done for each cutting frequency and two

replicates per sample.
Crude protein (CP)

The CP concentration was measured by the semi-micro-
Kjeldahl method (N x 6.25). Six determinations were done for

each cutting frequency, two replicates per sample.
Calorific value

The calorific value was determined in an adiabatic pump
calorimeter (Isoperibol, Parr 1266), according to the ASTM
E711 standard, at 30£0.5 °C with 1 g maximum compressed
pellets (ASTM, 2012). The water content (%) was determined
using an Ohaus MB45 thermal scale. Five determinations were

done per sample and 15 replicates were analyzed per CF.
Theoretical bioethanol yield

The theoretical bioethanol yield (TBY) (equation 3) was
determined with the formulas of Badger (2002) and Dien
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Rendimiento de biomasa

La acumulacién de biomasa se determiné por unidad de 4rea
para cada CF 120, 150 y 180 dias después del corte de homo-
geneizacién (dahc), con muestreos destructivos durante un afio.
En cada parcela, se arrojé al azar un marco de metal de 1 m? en
cinco ocasiones y las plantas se cortaron por completo. Las plan-
tas restantes se dejaron hasta recuperar una altura de 20 cm. La
biomasa colectada se pesé (Ohaus, Mod. GT-4000). Después, el
peso fresco de una submuestra se registré y la submuestra se secé
en un horno (Felisa, Mod. FE-243A) a 55 °C, hasta alcanzar un

peso constante y se determiné la DM.
Preparacién de muestras para los andlisis

Las muestras secas se molieron en un molino (Wiley) y se
pasaron por tamices No. 40 (0.42 - 1.00 mm) y No. 60 (0.25
- 0.42 mm). Luego, se determinaron las variables quimicas y el

valor calorifico.
Caracterizacién lignocelulésica

El procedimiento estdndar TAPPI T-204 se utilizé para la
liberacién de compuestos extractivos. El contenido de holoce-
lulosa se midié por el método de cloracién 4cida, mientras que
el contenido de celulosa se determiné con el procedimiento es-
tindar ASTM D1103. El contenido de hemicelulosas se obtuvo
después de restar el contenido de celulosa extraida de la holoce-
lulosa. Se obtuvieron las cantidades de lignina soluble en dcido
(ASL), lignina insoluble en 4cido (AIL) y residuo insoluble en
icido (AIR), de acuerdo con Sluiter ez 2/. (2012). La suma de
ASL y AIL constituye la lignina Klason de la biomasa. Seis de-
terminaciones se realizaron para cada frecuencia de corte y dos

repeticiones por muestra.
Proteina cruda (CP)

La concentracién de CP se midié con el método semi-micro-
Kjeldahl (N x 6.25). Seis determinaciones se realizaron por cada

frecuencia de corte, con dos repeticiones por muestra.
Valor calorifico

El valor calorifico se determiné con un calorimetro de bom-
ba adiabdtica (Isoperibol, Parr 1266), de acuerdo con la norma
ASTM E711, 2 30+0,5 °C con 1 g de pellets comprimidos como
méximo (ASTM, 2012). El contenido de agua (%) se determiné
usando una béscula térmica Ohaus MB45. Cinco determinaciones

se realizaron por muestra y se analizaron 15 repeticiones por CE
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(2010). The formulas included hydrolysis, chemical and
stoichiometry reactions of transformation of cellulose (equation

1) and hemicelluloses (equation 2) into ethanol:

Cellulose

TYB =CX C XE XR XE XD, (1)
Hemicellulose

TYB,=HXH, X E, XR XE XD, )
Total

TYB=TYB,+ TYB, 3)
where:

TYB’ LMg-l MS; G kg Mg-l Mg-lbiomass; H: kghemicclluloacs

Mg, G, glucose concentration (1.111 kg,

cellulose

ueose K8aulosd)s
C,, concentration of xilose (1.136 kg, —kg' . =) FE:
cellulose  conversion efficiency (0.76); E,: hemicelluloses
conversion efficiency (0.90); 7YB: ethanol stoichiometric yield
(0.511 kg, 0.511 kg, kg!
efficiency (0.75); Eﬁ: xilose fermentative efficiency (0.50); D,

ethanol density (0.78 Mg m?).

); E,: glucose fermentative

thanol” thanol xilose’

Where: TYB_ is the theoretical ethanol yield of cellulose (L Mg
DM?) and TYB,, is the theoretical ethanol yield of hemicellulose
(L Mg" DM")

The theoretical production of bioethanol (L) was calculated
for 1 ha of Maralfalfa grass at each CE, multiplied TBY by annual

biomass yield.
Experimental design and statistical analysis

The experimental design was randomized complete blocks
with a split-plot arrangement, the large plot was the genotype
and the small plot was the CF (120, 150, and 180 d) with three
replicates. Analysis of variance (ANOVA) was done with the
GLM procedure and the means were compared with the Tukey
test (p=<0.05). The effect of CF was estimated by the data analysis
with SAS v. 9.3 for Windows® (SAS Institute, Inc., 2011).
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Rendimiento teérico de bioetanol

El rendimiento tedrico de bioetanol (TBY) (ecuacién 3) se
determiné con las férmulas de Badger (2002) y Dien (2010).
Las férmulas incluyeron reacciones de hidrdlisis, quimicas y este-
quiométricas de transformacién de celulosa (ecuacién 1) y hemi-
celulosa (ecuacién 2) en etanol:
Celulosa
TYB.=CX C XE XR XE XD, (1)
Hemicelulosa
TYB,=HXH, X E, XR XE XD, ()
Total
TYB=TYB.+ TYB, )

donde:

TYB: LMg*' MS; C: kg Mg! Mgilbiomass; H: kghcmicclluloscs
Mg'lbmmg; C , glucose concentration (1.111 kgglucosc kgm“ulosc); C,

o e

cellulose

concentration de xilose (1.136 kg ); E : cellulose

iose K8 hemiclluloe
conversion efficiency (0.76); E,: hemicelluloses conversion
efficiency (0.90); TYB: ethanol stoichiometri yield (0.511kg , s
0511 kg, ke’

E,; xilose fermentative efficiency (0.50); D,: ethanol density

(0.78 Mg m?).

); E; glucose fermentative efficiency (0.75);

xilose:

Donde: 7YB_ es el rendimiento tedrico de etanol de la celulosa
(LMg"' DM") y TYB,, es el rendimiento tedrico de etanol de la
hemicelulosa (L Mg' DM™).

La produccién tedrica de bioetanol (L) se calcul6 por 1 ha
de pasto Maralfalfa en cada CE con TBY multiplicado por el
rendimiento de biomasa anual.

Disefio experimental y andlisis estadistico
El disefio experimental fue de bloques completos al azar con

arreglo de parcelas divididas; la parcela grande fue el genotipo

y la parcela pequena fue la CF (120, 150 y 180 d) con tres re-
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RESULTS AND DISCUSION
Biomass yield

Annual biomass production linearly increased as
the number of days to the cutting increased. Biomass
production (Megagrams) at 180 d was 32.6 Mg DM
ha, and it was statistically different (p=<0.05) to the
other CF. It was 25 and 43% respectively higher than
those obtained at 120 and 150 d. Between the values
at 120 d CF (26.1 Mg DM ha') and 150 d (22.8 Mg
DM ha') there was not (p>0.05) statistical difference
(Table 1). Rengsirikul ez a/. (2013) reported 15.4 Mg
DM ha' of biomass for 2 purpureum at 240 d, a
yield lower than the one obtained in this research.
All these grasses are considered a good feedstock for
bioenergy, for their higher sugar content and biomass
yield (Weijde ez al., 2013).

peticiones. El andlisis de varianza (ANDEVA) se realizé con el
procedimiento GLM vy las medias se compararon con la prueba
de Tukey (p=0.05). El efecto de CF se estimé a partir del andlisis
de los datos con SAS v. 9.3 para Windows™ (SAS Institute, Inc.,
2011).

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento de biomasa

La produccién anual de biomasa aumenté en
forma lineal a medida que aumentaba el nimero de
dias hasta el corte. La produccién de biomasa (Mega
gramos) a los 180 d fue de 32.6 Mg DM ha', y
diferente (p=<0.05) al resto de CF; superior en 25
y 43% respectivamente, a la biomasa que se obtuvo
a los 120 y 150 d. Entre los valores a los 120 d de
CF (26.1 Mg DM ha') y 150 d (22.8 Mg DM ha™)

Table 1. Biomass yield, energy value, lignocellulosic characterization, and bioethanol production of C.
purpureus (Schumach.) Morrone cv. Maralfalfa grass at three cutting frequencies.
Cuadro 1. Rendimiento de biomasa, valor energético, caracterizacién lignocelulésica y produccién de bioetanol
de C. purpureus (Schumach.) Morrone cv. Hierba Maralfalfa en tres frecuencias de corte.
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Cutting frequency (d)

Variables 120 150 180 Overall Mean SE
Biomass yield (Mg ha! y) 26.19b 22.88 bf 32.66 a 27.24 2.87
Energy value:
Calorific value (M] kg™) 16.77 b 17.15b 21.01 a 18.31 1.35
Energy production (GJ ha' y) 439.20 b 39239 b 686.18 a 505.92 91.13
‘Water content (%) 7.45 a 7.58 a 7.26 a 7.43 0.09
Lignocellulosic components? (%)
Extractives compounds 11.96 be 15.58a 12.55b 13.36 1.12
Holocellulose 66.31 ab 60.67 ¢ 64.62 b 63.86 1.67
Cellulose 38.56 ab 3493 b 35.43 ab 36.30 1.13
Hemicellulose 30.00 a 25.83¢ 29.91 ab 28.58 1.37
Crude protein 5.0a 3.27a 3.36a 3.87 0.56
Klason lignin 22.01a 17.61 ¢ 18.13 b 19.25 1.38
Acid soluble lignin 1.79 a 1.42b 1.41b 1.54 0.125
Acid insoluble lignin 20.21 a 16.18 ¢ 16.77 b 17.72 1.25
Acid insoluble residue 26.44 a 22.40 ¢ 22.99b 23.94 1.25
Ashes 6.26 a 5.27 b 4.76 ¢ 5.43 0.44
Bioethanol production:
L Mg' DM 246.5 a 229.0a 2399 a 238.46 5.10
Lha'y! 5030.4 b 4292.4b 6858.2a 5393.70 762.63

SE: standard error. Different letters show differences per cutting frequency (Tukey; p<0.05). "Two cuttings at 150 d.
*Values-based on the weight of moisture-free and extractives-free. < SE: error estindar. Letras diferentes indican
diferencias por frecuencia de corte (Tukey; p=<0.05). "Dos cortes a los 150 d. *Valores basados en el peso de productos

sin agua y sin extractos.
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In the last decade, the United States of America
and Europe showed interest in Switchgrass and
Miscanthus, but their biomass yields are lower than
the Cenchrus genus. Rocha ez al. (2017) found yields
between11.53and41.37 MgDM ha™ of P purpureum.
Nevertheles, the biomass yield of Maralfalfa variety
and other genotypes of Cenchrus genus is related to
production and weather conditions.

Calorific value and humidity content

The calorific value per mass unit evaluates the
available energy in the biomass. High concentrations
of water content in the biomass decreases the
efficiency of the combustion system since most of the
liberated heat is used to evaporate water. The water
content was similar (p>0.05) at different harvest
frequencies (Table 1). The energy content was greater
at the harvest frequency of 180 d (21.0 M] kg' DM)
and different from (p=<0.05) the other CE There was
no significant difference (p>0.05) between the CF
at 120 d (16.7 M] kg' DM) and 150 d (17.1 M]
kg' DM) (Table 1). Tumuluru (2015) reported 17.4
to 18.7 MJ kg! DM and 17.3 to 17.8 M] kg’ DM
for Switchgrass and corn stover, respectively. Those
results were similar to the value at 150 d.

The caloric values obtained in this research were
higher than the reported by Mohammed ez a/. (2015)
in Napier grass (2 purpureum), which were 18.1, 16.2,
and 16.5 M] kg' DM in leaves, stems, and whole
plant, respectively. Rocha ez al. (2017) found values
from 17.9 to 18.3 M] kg' DM for P purpureum
and the results of Marafon er 2/. (2020) research
werel6.3 to 17.2 MJ kg' DM for 16 genotypes of
C. purpureus, similar values were obtained in this
study. Other calorific values reported for hardwoods
and softwoods biomass were 5.6 to 23.4 M] kg
DM, respectively (Nhuchhen and Salam, 2012);
these values are similar to the harvest frequency at
180 d. The highest annual energy production (686.1
Gigajoules; GJ) per hectare for Maralfalfa grass was
achieved with 180 d CF (two cuttings per year)
(Table 1). This result was higher than the reported by
Santiago ez al. (2016) who obtained yields of 466.6
GJ ha'y" in Toledo grass (Urochloa brizantha).

Extractive compounds

Extractive compounds are natural products that
surround the cell wall. They are responsible for
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no hubo (p>0.05) diferencia estadistica (Cuadro 1).
Rengsirikul ez a/. (2013) estimaron 15.4 Mg DM ha™!
de biomasa para P purpureum a los 240 d, un ren-
dimiento menor al obtenido en este estudio. Todos
estos pastos se consideran una buena materia prima
para la produccién de bioenergia, por su contenido
alto de azicares y rendimiento mayor de biomasa
(Weijde et al., 2013).

En la dltima década, Estados Unidos y Europa
mostraron interés en Switchgrass y Miscanthus, pero
sus rendimientos de biomasa fueron mds bajos que
los del género Cenchrus. Rocha et al. (2017) encon-
traron rendimientos entre 11.53 y 41.37 Mg DM
ha" de P purpureum. Sin embargo, el rendimiento de
biomasa de la variedad Maralfalfa y otros genotipos
del género Cenchrus se relaciona con la produccién y
las condiciones climdticas.

Valor calorifico y contenido de humedad.

El valor calorifico por unidad de masa evalda la
energfa disponible en la biomasa. Las concentracio-
nes altas de contenido de agua en la biomasa dismi-
nuyen la eficiencia del sistema de combustidn, ya que
la mayor parte del calor liberado se utiliza para evapo-
rar el agua. El contenido de agua fue similar (p>0.05)
en las frecuencias de cosecha diferentes (Cuadro 1).
El contenido energético fue mayor en la frecuencia
de cosecha de 180 d (21.0 M]J kg DM) y diferente
de (p=0.05) los otros CE. No hubo diferencia signi-
ficativa (p>0.05) entre la CF a los 120 d (16.7 M]
kg! DM) y 150 d (17.1 MJ kg"' DM) (Cuadro 1).
Tumuluru (2015) consigné 17.4 a 18.7 MJ kg DM
y 17.3 2 17.8 M] kg DM para Switchgrass y rastro-
jo de maiz, respectivamente. Esos resultados fueron
similares al valor registrado a los 150 d.

Los valores caldricos obtenidos en esta investi-
gacién fueron superiores a los encontrados por Mo-
hammed ez al. (2015) en el pasto Napier (2 purpu-
reum), 18.1, 16.2 y 16.5 M] kg'' DM en hojas, tallos
y planta entera, respectivamente. Rocha ez /. (2017)
encontraron valores de 17.9 a 18.3 MJ kg DM en
P, purpureum y los resultados del estudio de Marafon
et al. (2020) fueron 16.3 a 17.2 M] kg' DM para
16 genotipos de C. purpureus; valores similares se ob-
tuvieron en este estudio. Algunos valores calorificos
reportados para la biomasa de coniferas y latifoliadas
fueron de 5.6 a 23.4 MJ kg' DM, respectivamente
(Nhuchhen y Salam, 2012); estos valores son simi-
lares a la frecuencia de cosecha a los 180 d. La pro-
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color, odor, and wilt resistance in plants. Before
characterizing the lignocellulosic biomass, it is
necessary to remove these compounds to avoid
interference with others analytical determinations.
They are easily eliminated with inert solvents like
acetone, a benzene-ethanol solution, cold water, and
ether. In this study, the highest extractives compounds
content was at the CF of 150 d (15.5%), which was
different from (p=<0.05) and greater than the other
harvest frequencies with 11.9 and 12.5% at 120 and
180 d after sowing, respectively (Table 1). In other
studies, the values reported were 11.8 and 12.3%
for Toledo grass (U. brizantha), and Napier grass (2
purpureum), respectively (Mohammed ez al., 2015;
Santiago ez al., 2016). The mean in this study was
higher than the reported by Santiago ez /. (2016).

Holocellulose

The holocellulose is the combination of cellulose
and hemicellulose and the Gramineae species contain
between 68 to 73% (Santiago er al., 2016). The
holocellulose concentration in this research showed
differences (p=<0.05) regarding CF (Table 1), the
values were between 60.6 and 66.3% (150 and 120
d). In other studies, Rengsirikul ez 2/. (2013) reported
67.4% holocellulose for Taiwan grass (2 purpureum),
similar value to the 120 d of CE However, the
holocellulose concentration obtained in this study
was lower than the one estimated by Rocha ez al.
(2017) for C. purpureus (67.4 - 69.7%). Santiago ez
al. (2016) measured 73.6% de holocellulose at CF
of 180 d in Toledo grass, which was higher than the
value obtained at 120 d frequency (66.3%). Other
holocellulose values in C4 gramineae were: 62.4% (2
purpureum cv. Napier) (Mohammed ez al., 2015) and
67.8% (Megathyrsus maximus) (Lima et al., 2014).

Cellulose

The highest cellulose content was found at the
CF of 120 d (38.5%), although the difference was
not significant (p>0.05) from the others CF (Table
1). In other studies the cellulose content of C4
grasses was determined for bioenergetic purposes,
for instance Napier grass (2 purpureum) 36.3%;
Brachiaria ruziziensis and B. brizanta 34.5% and
45.3%, respectively; Toledo (U. brizantha) 42.1%;
P purpureum 40.2 to 42.6%; C. purpureus 36%
(Mohammed ez al., 2015; Santiago et al., 2016;
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duccién anual mayor de energia (686.1 Gigajulios;
GJ) por hectdrea para el pasto Maralfalfa se logré con
CF a 180 d (dos cortes por ano) (Cuadro 1). Este
resultado fue superior al de Santiago ez a/l. (2010),
quienes obtuvieron rendimientos de 466.6 GJ ha y!
en pasto Toledo (Urochloa brizantha).

Compuestos extractivos

Los compuestos extractivos son productos natu-
rales que rodean la pared celular. Y son responsables
del color, el olor y la resistencia al marchitamiento
en las plantas. Antes de caracterizar la biomasa lig-
noceluldsica es necesario eliminar estos compuestos
para evitar interferencias con otras determinaciones
analiticas. Estos compuestos se eliminan ficilmente
con solventes inertes como la acetona, una solucién
de benceno-etanol, agua fria y éter. En este estudio,
el contenido mayor de compuestos extractivos estuvo
en el CF de 150 d (15.5%), el cual fue diferente de
(p=<0.05) y mayor que las otras frecuencias de cose-
cha con 11.9 y 12.5% a los 120 y 180 d después de
la siembra, respectivamente (Cuadro 1). En otros es-
tudios, los valores calculados fueron 11.8 y 12.3% en
pasto Toledo (U. brizantha) y pasto Napier (P pur-
pureum), respectivamente (Mohammed ez al., 2015;
Santiago et al., 2016). La media de este estudio fue
superior a la obtenida por Santiago ez a/. (2016).

Holocelulosa

La holocelulosa es la combinacién de celulosa y
hemicelulosa y las especies de Gramineae contienen
entre 68 a 73% (Santiago et al., 2016). La concen-
tracién de holocelulosa en esta investigacién mostré
diferencias (p=<0.05) respecto a la CF (Cuadro 1); los
valores estuvieron entre 60.6 y 66.3% (150 y 120 d).
En otros estudios, Rengsirikul ez /. (2013) determi-
naron 67.4% de holocelulosa en el pasto Taiwan (2
purpureum), valor similar a los 120 d de CE Sin em-
bargo, la concentracién de holocelulosa obtenida en
este estudio fue menor que la calculada por Rocha ez
al. (2017) para C. purpureus (67.4 - 69.7%). Santia-
go et al. (2016) encontraron 73.6% de holocelulosa a
CF de 180 d en pasto Toledo, el cual fue superior al
valor obtenido en la frecuencia de 120 d (66.3%). Los
valores de holocelulosa obtenidos en otras gramineas
C4 fueron: 62.4% (P purpureum cv. Napier) (Moha-
mmed et al., 2015) y 67.8% (Megathyrsus maximus)
(Lima et al., 2014).
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Rocha et al., 2017; Marafon et al, 2020). The
chemical composition of the plants is variable and
related with the species. Moreover, the phenological
state is modified by the climate conditions and the
planting season. The mean of cellulose concentration
in this study was 36.3%, which is similar to the values
reported by Mohammed ez a/. (2015), and Marafon
et al. (2020). However, the cellulose amount in these
grasses were lower than the concentration reported
by Lima ez al. (2014), and Santiago ez a/. (2016) in
grasses of the Urochloa genus.

Hemicelluloses

Hemicelluloses constitute 21 to 50% of the
biomass in Gramineae species (Mohammed ez
al., 2015). These polymers are mostly made up of
pentoses and hexoses that can be hydrolyzed into
simple sugars like xylose, arabinose, galactose,
glucose, and mannose. The highest hemicelluloses
concentration was found at 120 d of CF (30.0%).
It was statistically different (p=<0.05) and higher
than the 150 d of CF (25.8%), which was the lowest
hemicellulose concentration (Table 1). In tropical
grasses, other hemicellulose concentration values
were 19.6 to 36% (Rengsirikul ez a/., 2013; Lima ez
al., 2014; Mohammed ez al., 2015; Santiago et al.,
2016; Rocha et al., 2017; Marafon et al., 2020). In
our study, the mean of hemicellulose concentration
was 28.5%, which is similar to that 28% reported by
Lima et al. (2014) in Panicum maximum.

Crude protein

It is necessary to evaluate the protein content
since high values of this compound limit the
bioconversion of sugars into bioethanol. Crude
protein forms bonds with ferulic acid and increases
the resistance and insolubility of the whole structure.
In our study, the highest CP concentration was 5.0%
at 120 d, which was not different (p>0.05) from
the other cutting frequencies; however, there was a
concentration decrease from 5.0 to 3.2% at 120 and
150 d of CE respectively (Table 1).

The CP content in this study was lower than
others previously reported. Some studies on tropical
grasses showed that the CP concentration decreased
as the cutting frequency increased. For example,
Santiago et al. (2016) respectively reported 8.2, 4.8
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Celulosa

El contenido mayor de celulosa se encontré en
la CF a 120 d (38.5%), aunque la diferencia no fue
significativa (p>0.05) de las otras CF (Cuadro 1). En
otros estudios, el contenido de celulosa de las gra-
mineas C4 se determind con fines bioenergéticos,
por ejemplo, pasto Napier (P. purpureum) 36.3%;
Brachiaria ruziziensis y B. brizanta 34.5% y 45.3%,
respectivamente; Toledo (U. brizantha) 42.1%; P
purpureum de 40.2 a 42.6%; C. purpureus 36% (Mo-
hammed ez al., 2015; Santiago ez al., 2016; Rocha
et al., 2017; Marafon ez al., 2020). La composicién
quimica de las plantas es variable y relacionada con la
especie. Ademds, el estado fenolégico se ve modifica-
do por las condiciones climdticas y la época de siem-
bra. La media de concentracién de celulosa en este
estudio fue de 36.3%, lo cual es similar a los valores
calculados por Mohammed ez al. (2015) y Marafon
et al. (2020). Sin embargo, la cantidad de celulosa en
estos pastos fue menor que la concentracién obtenida
por Lima e# al. (2014) y Santiago er al. (2016) en
gramineas del género Urochloa.

Hemicelulosas

Las hemicelulosas constituyen del 21 al 50% de la
biomasa en las especies de gramineas (Mohammed ez
al., 2015). Estos polimeros se componen principal-
mente de pentosas y hexosas que pueden hidrolizarse
en azdcares simples como xilosa, arabinosa, galactosa,
glucosa y manosa. La concentracién mds alta de he-
micelulosas se encontré a CF 120 d (30.0%); mostrd
diferencia estadistica (p=<0.05) y fue mayor que la
obtenida en CF 150 d (25.8%), en dicha CF Ila con-
centracién de hemicelulosa fue menor (Cuadro 1).
En gramineas tropicales, otros valores de concentra-
cién de hemicelulosa fueron de 19.6 a 36% (Rengsi-
rikul et al., 2013; Lima et al., 2014; Mohammed ez
al., 2015; Santiago ez al., 2016; Rocha ez al., 2017;
Marafon et al., 2020). En nuestro estudio, la concen-
tracién media de hemicelulosa fue 28.5%, similar al
28% documentado por Lima ez al. (2014) en Pani-
cum maximum.

Proteina cruda

El contenido de proteina se debe evaluar porque
valores altos de este compuesto limitan la biocon-

VENTURA-RIOS ez al. 397



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2021

and 2.4% at 30, 60 and 150 d. In our study, the
mean of CP concentration was 3.8%, which is lower

than the average of values reported by Santiago ez al.
(2016).

Klason lignin, acid soluble lignin, acid insoluble
lignin, and acid insoluble residue

The differences in lignin concentration were
significant (p=<0.05) for all CF (Table 1). The highest
Klason lignin content was obtained at the 120 d CF
(22.2%), followed by 18.1 and 17.6%, at 180 and
150 d CE Some studies reported lignin concentration
of 22.8 and 24.3% for P purpureum and 28% for
Miscanthus sp, (Zhang et al., 2012; Lima et al., 2014;
Mohammed ez al., 2015). The harvest frequency of
120 d showed a higher content (p=<0.05) of acid
soluble lignin (1.79%) and acid insoluble lignin
(20.2%) than the other harvest frequencies (Table 1).

In a study on Marafalfa grass, Mateus ez a/. (2012)
reported 0.13% acid soluble lignin and 16.3% acid
insoluble lignin and these results are lower than those
found in our study. The lignin content depends on
physical maturity and is correlated with harvest
frequency and phenological state of the plant. The
acid insoluble residue was different (p=<0.05) and
greater at 120 d CF (26.4%) than at 150 and 180 d,
which respectively showed 22.4 and 22.9% content.

Ashes

The ash content decreased with grass maturity
and changed (p=<0.05) between cutting frequencies
(Table 1). The maximum content (6.2%) was found
at the frequency 120 d, while the lower contents (5.2
and 4.7%) corresponded to 150 and 180 d CE Ash
content is variable: 6.06 to 8.34% for P purpureum
(Rocha ez al., 2017); 2.21 to 6.71% for 16 genotypes
of C. purpureus (Marafon et al, 2020); 2.5%
for Marafalfa (Pennisetum glaucum x Pennisetum
purpureum); 3.8% and 8.9% for Switchgrass (Mateus
et al., 2012; Nhuchhen and Salam, 2012).

The average ash content in our study was 5.4%,
lower than (6.8%) reported by Rocha ez al. (2017),
and Nhuchhen and Salam (2012); but higher than
(4.8%) the value reported by Marafon ez al. (2020).
The content of inorganic material depends on the
species, growth conditions and cutting age, and it is
higher at the earlier stages of cultivation (Rengsirikul
etal.,2013). Ashes (ash, silica, and potassium) reduces

398 | VOLUMEN 55, NUMERO 5

versién de azticares en bioetanol. La proteina forma
enlaces con el 4cido fertlico y aumenta la resistencia
e insolubilidad de toda la estructura. En nuestro es-
tudio, la concentracién mas alta de CP fue de 5.0% a
los 120 d, que no fue diferente (p>0.05) de las otras
frecuencias de corte; sin embargo, hubo una dismi-
nucién de la concentracién de 5.0 a 3.2% alos 120 y
150 d de CF, respectivamente (Cuadro 1).

El contenido de CP en este estudio fue menor
que otros valores documentados en estudios previos.
Algunos estudios sobre pastos tropicales mostraron
que la concentracién de CP disminufa a medida que
aumentaba la frecuencia de corte. Por ejemplo, San-
tiago er al. (2016) calcularon respectivamente 8.2,
4.8 y2.4% alos 30, 60 y 150 d. En nuestro estudio,
la media de concentraciéon de CP fue de 3.8%, valor
que es menor que el valor medio registrado por San-

tiago ez al. (2016).

Lignina Klason, lignina soluble en 4cido, lignina
insoluble en 4cido y residuo insoluble en 4cido

Las diferencias en la concentracién de lignina fue-
ron significativas (p=<0.05) para todos los CF (Cua-
dro 1). El contenido mayor de lignina de Klason se
obtuvo a los 120 d CF (22.2%), seguido por 18.1 y
17.6%, a 180 y 150 d CF. Algunos estudios consig-
naron concentracion de lignina de 22.8 y 24.3% en
P purpureum 'y 28% en Miscanthus sp, (Zhang et al.,
2012; Lima et al., 2014; Mohammed ez 4l., 2015).
La frecuencia de cosecha de 120 d mostré un con-
tenido mayor (p=<0.05) de lignina soluble en dcido
(1.79%) y lignina insoluble en dcido (20.2%) que las
otras frecuencias de cosecha (Cuadro 1).

En un estudio sobre pasto Marafalfa, Mateus e#
al. (2012) determinaron 0.13% de lignina soluble en
dcido y 16.3% de lignina insoluble en 4cido, resulta-
dos que son mds bajos que los encontrados en nues-
tro estudio. El contenido de lignina depende de la
madurez fisica y se correlaciona con la frecuencia de
cosecha y el estado fenoldgico de la planta. El residuo
insoluble en 4cido fue diferente (p=<0.05) y mayor
a los 120 d CF (26.4%) que en los 150 y 180 d, los
cuales mostraron respectivamente un contenido de

22.4y22.9%.
Cenizas

El contenido de ceniza disminuyé con la madurez
del pasto y cambié (p=<0.05) entre las frecuencias de
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the energetic value of the feedstock (Nhuchhen and
Salam, 2012).

Theoretical bioethanol yield

Based on the saccharification and fermentation of
sugars, the theoretical maximum yield of bioethanol is
0.51 kg and 0.49 kg carbon dioxide per kg of glucose
or xylose (Badger, 2002; Wongwatanapaiboon ez al.,
2012). In order to obtain bioethanol, yeasts are used
as the fermentation agent. One of the most used
yeasts is Saccharomyces cerevisiae, which transforms
sugars from biomass or lignocellulosic residues
into ethanol. However, native S. cerevisiae does not
metabolize 5-carbon sugars like xylose. Moreover, to
achieve an economically feasible ethanol production
process, it is necessary to have a microorganism that
metabolizes carbohydrates from the pentose family
(Barrera et al. 2016). Therefore, it is not possible to
reach a 100% transformation of sugars.

Based on the formulas proposed by Badger (2002)
and Dien (2010), the highest theoretical bioethanol
yield was 246.5 L Mg' DM™ at 120 d, which was
similar (p>0.05) to the yields at 180 (239.9 L Mg
DM™) and at 150 d (229 L Mg' DM (Table 1).
The annual bioethanol yield is directly related with
the production of harvested biomass, and in our
study, the highest yield (p=<0.05) was found at 180
d (6858.2 L ha' y'), which was 60 and 36% higher
than the yields at 150 and 120 d CE.

In other studies with C4 grasses for bioenergetic
purposes, estimated yields were respectively 6231,
6922, 7865, 6718 and 6331 L ha' y! for Brachiaria
brizanta, B. ruziziensis, Urochloa brizanta, Panicum
maximun and P purpurewm (Lima et al., 2014;
Wongwatanapaiboon er al., 2012; Santiago er al.,
2016; Wongwatanapaiboon ez al., 2012). While the
highest bioethanol yield in our study was 6858.2 L
ha'! y!, with a mean of 5393 L ha' y"' Thus, these
values are similar to those results obtained in other
studies with tropical grasses.

CONCLUSIONS

Maralfalfa grass biomass which provided the
best substrate, glucose, and xylose per area unit for
bioethanol production and combustion capacity was
obtained at 180 d of cutting frequency. In earlier
ages, the plants contained greater proportions of
crude protein, inorganic elements, water content,
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corte (Cuadro 1). El contenido miximo (6.2%) se
encontré en la frecuencia de 120 d, mientras que los
contenidos menores (5.2 y 4.7%) correspondieron a
150 y 180 d CE El contenido de cenizas es variable:
6.06 a 8.34% en P purpureum (Rocha et al., 2017);
2.21 a2 6.71% en 16 genotipos de C. purpureus (Ma-
rafon et al., 2020); 2.5% en Marafalfa (Pennisetum
glawcum x Pennisetum purpureum); o 3.8% y 8.9% en
Switchgrass (Mateus ez a/., 2012; Nhuchhen y Salam,
2012).

El contenido medio de cenizas en nuestro estudio
fue del 5.4%, inferior al (6,8%) informado por Ro-
cha er al. (2017) y Nhuchhen y Salam (2012); pero
superior al (4.8%) informado por Marafon et al.
(2020). El contenido de material inorgdnico depende
de la especie, las condiciones de crecimiento y la edad
de corte, y es mayor en las primeras etapas del cultivo
(Rengsirikul ez al., 2013). Las cenizas (cenizas, silice
y potasio) reducen el valor energético de la materia

prima (Nhuchhen y Salam, 2012).
Rendimiento tedrico de bioetanol

Con base en la sacarificacién y fermentaciéon de
azucares, el rendimiento maximo tedrico de bioetanol
es de 0.51 kg y 0.49 kg de diéxido de carbono por kg
de glucosa o xilosa (Badger, 2002; Wongwatanapai-
boon et al., 2012) Para obtener bioetanol, se utilizan
levaduras como agente de fermentacién. Una de las
levaduras mds utilizadas es Saccharomyces cerevisiae,
que transforma azdcares de biomasa o residuos lig-
nocelulésicos en etanol. Sin embargo, la S. cerevisiae
nativa no metaboliza azdcares de 5 carbonos como
la xilosa. Ademis, para lograr un proceso de produc-
cién de etanol econédmicamente factible, es necesario
contar con un microorganismo que metabolice los
carbohidratos de la familia de las pentosas (Barrera
et al. 2016). Por lo tanto, no es posible alcanzar el
100% de transformacién de los azicares.

Con base en las férmulas propuestas por Badger
(2002) y Dien (2010), el rendimiento tedrico de
bioetanol mayor fue 246.5 L Mg' DM a los 120
d, que fue similar (p>0.05) a los rendimientos a 180
(239.9 L Mg' DM") y 150 d (229 L Mg' DM
(Cuadro 1). El rendimiento anual de bioetanol se re-
laciona en manera directa con la produccién de bio-
masa cosechada, y en nuestro estudio, el rendimiento
mayor (p=<0.05) se encontrd a los 180 d (6858.2 L
ha' y), el cual fue 60 y 36% mayor que los rendi-
mientos a 150 y 120 d CE
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and fixed carbon. All these compounds decreased as
the phenological stage of the plants increased.}

The theoretical bioethanol yield indicated that
Maralfalfa grass would be a suitable option for
biofuel production. But in order to achieve this, a
microorganism capable of metabolizing 5-carbon
carbohydrates should be obtained. Biomass yield
and chemical composition of Maralfalfa grass were
the better features as a potential alternative to obtain
bioethanol in tropical areas.

LITERATURE CITED

ASTM (American Society for Testing and Materials). 2012.
Biological effects and environmental fate; biotechnology.
In: Annual Book of ASTM Standards. Vol. 11.06. ASTM
International (ed), West Conshohocken, PA, USA. 1461 p.

Badger, P C. 2002. Ethanol from cellulose: a general review.
Trends in new crops and new uses. 1: 17-21.

Barrera, I, Amezcua, M., Estupifian, L., T. Martinez, and J.
Aburto. 2016. Technical and economical evaluation of
bioethanol production from lignocellulosic residues in
Mexico: Case of sugarcane and Blue Agave bagasses. Chem.
Eng. Res. Design. 107: 91-101.

Brown, A., L. Waldheim, I. Landilv, J. Saddler, M. Ebadian, J.
D. McMillan, A. Bonomi, and B. Klein. 2020. Advanced
Biofuels — Potential for Cost Reduction. Bioenergy
Technology Cooperation Programme, Task 41. IEA
Bioenergy. 87 p.

Dien, B. S. 2010. Mass balances and analytical methods for
biomass pre-treatment experiments. /n: Vertes, A. A., N.
Qureshi, H. Blaschek, and H. Yukawa (eds). Biomass to
biofuels: strategies for global industries. Wiley, Chichester,
United Kingdom. pp: 213-231.

Lima, M. A., Gomez, D. L., Steele-King, G. C., Simister,
R., Bernardinelli, D., Carvalho, M. A., Rezende, A. C.,
Labate, C. A., R de Azevedo, E., S. J. McQueen-Mason,
and I. Polikarpov. 2014. Evaluating the composition and
processing potential of novel sources of Brazilian biomass for
sustainable biorenewables production. Biotechnol. biofuels.
7: 1-19.

Mateus, L., O. Herndndez, M. Veldzquez, and J. De ]. Diaz.
2012. Dilute sulfuric acid pretreatment of goliath grass
(Pennisetumglaucum x Pennisetum purpureum) for ethanol
cellulosic. Rev. Colomb. Biotecnol. 14: 146-156.

Marafon, A. C. C., A. E Amaral, C. Machado, J. Carneiro,
N. A. Bierhals, and V. S. Guimaraes. 2020. Elephant grass
biomass attributes for bioenergetic applications compared to
other feedstocks. SSRN: https://ssrn.com/abstract=3598084
(Retrieved: September 2020).

Mohammed, Y. I., A. Y. Abakr, K. . Kazi, S. Yusup, I. Alshareef,
and A. S. Chin. 2015. Comprehensive characterization of
napier grass as a feedstock for thermochemical conversion.
Energies. 8: 3403 — 3417.

Nhuchhen, D. R., and P. A. Salam. 2012. Estimation of higher
heating value of biomass from proximate analysis: A new

approach. Fuel. 99:55-63.

400 VOLUMEN 55, NUMERO 5

En otros estudios con gramineas C4 para fines
bioenergéticos, los rendimientos estimados fueron
respectivamente 6231, 6922, 7865, 6718 y 6331 L
ha'' y! para Brachiaria brizanta, B. ruziziensis, Uro-
chloa brizanta, Panicum maximun y B purpureum
(Lima ez al., 2014; Wongwatanapaiboon ez al., 2012;
Santiago er al., 2016; Wongwatanapaiboon ez al.,
2012). Mientras que el mayor rendimiento de bioe-
tanol en nuestro estudio fue de 6858.2 L ha y'!, con
promedio de 5393 L ha y' De modo que dichos va-
lores son similares a los resultados obtenidos en otros
estudios con gramineas tropicales.

CONCLUSIONES

La biomasa de pasto Maralfalfa que proporcio-
né el mejor sustrato, glucosa y xilosa por unidad de
drea para la producciéon de bioetanol y la capacidad
de combustién se obtuvo a los 180 d de frecuencia
de corte. En edades anteriores, las plantas contenian
proporciones mayores de proteina cruda, elementos
inorgdnicos, contenido de agua y carbono fijado. To-
dos estos compuestos disminuyeron a medida que
aumentaba la etapa fenoldgica de las plantas.

El rendimiento teérico de bioetanol indicé que el
pasto Maralfalfa puede ser una opcién adecuada para
la produccién de biocombustible. Pero para lograr
esto, se deberia obtener un microorganismo capaz de
metabolizar penta carbohidratos (5-carbono). El ren-
dimiento de biomasa y la composicién quimica del
pasto Maralfalfa fueron las cualidades mejores como
alternativa potencial para la obtencién de bioetanol
en dreas tropicales.
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RESUMEN

Una gran cantidad de desechos se genera por la remocién de es-
pinas en el nopal verdura con un alto contenido de fibra. Estos
subproductos agricolas son fuentes de celulosa, lignina y hemice-
lulosa, con potencial de uso como biomateriales en produccién
sustentable. Con el propésito de contribuir a la solucién de un
problema ambiental por el uso de pldsticos convencionales, bajo
la premisa de que la incorporacién de harina de nopal podria
integrarse a un compuesto bio polimérico para mejorar desem-
pefio y propiedades finales como biomaterial; el objetivo de esta
investigacion fue realizar andlisis quimico proximal (AQP) y ani-
lisis térmico en harinas de subproductos de nopal del estado de
Morelos, México en tres periodos de cosecha, para verificar ca-
racteristicas atiles con vistas a su adicién a materiales poliméricos
para envases biodegradables. En el AQP se evalué la humedad,
proteina cruda, cenizas, grasa, fibra cruda, fibra detergente dcida
(FDA) y fibra detergente neutra (FDN), extracto libre de nitro-
geno (ELN), celulosa, hemicelulosa y lignina. Para evaluar pro-
piedades térmicas se realizé andlisis termogravimétrico (TGA) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC). El disefio experimen-

tal fue completamente al azar, se realizé un ANDEVA con un
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ABSTRACT

There isalarge amount of waste generated by the removal of thorns
from the pear-cactus (Opuntia ficus-indica Mill.) cladodes with
a high fibre content. These agricultural by-products are sources
of cellulose, lignin and hemicellulose, with potential for use as
biomaterials in sustainable production. Aiming to contribute
towards solving an environmental problem due to the use of
conventional plastics, and under the premise that pear-cactus
flour would be added as a biopolymeric compound to improve
performance and final properties of polymers; the objective of
this research was to perform proximate chemical analysis (AQP)
and thermal analysis on pear-cactus cladodes flour from the state
of Morelos, Mexico in three harvest periods, to verify their useful
characteristics towards being added into polymers to produce
biodegradable packaging. Water content, crude protein, ash, fa,
crude fibre, acidic detergent fibre (FDA), neutral detergent fibre
(FDN), nitrogen-free extract (ELN), cellulose, hemicellulose
and lignin were evaluated in the AQP. To evaluate thermal
properties, thermogravimetric analysis (TGA) and differential
scanning calorimetry (DSC) were performed. The experimental
design was completely randomized; an ANOVA was performed
with a factorial data arrangement and Tukey’s mean comparison
test. The AQP in the flours showed significant differences
(p=0.05) in ashes, crude fibre, neutral detergent fibre, cellulose,
hemicellulose and lignin. The pear-cactus flours were similar in

the three months of sampling and had a similar thermal profile in
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arreglo de datos factorial y prueba de comparacién de medias de
Tukey. El AQP en las harinas mostré diferencias significativas
(p=0.05) en cenizas, fibra cruda, fibra detergente neutra, celulo-
sa, hemicelulosa y lignina. Las harinas de nopal fueron similares
en los tres meses de muestreo y tuvieron perfil térmico similar
en TGA y DSC. 7g se obtuvo entre 46-48 °C, Tin entre 32-130 °C
y temperatura de descomposicién final a 455 °C. Las pruebas
térmicas indicaron que la harina de nopal puede adicionarse a
matrices poliméricas sin que ocurra descomposicion en su uso
como material bio-basado, esto es, un polimero derivado de ma-

teriales bioldgicos.

Palabras clave: Opuntia ficus — indica, harina de nopal, subpro-
ducto, anilisis termogravimétrico, calorimetria diferencial de

barrido.
INTRODUCCION

n la actualidad toma importancia la busqueda

de materiales de fuentes naturales, ecolégicos,

renovables y sustentables, como algunos pro-
ductos y subproductos que genera la agroindustria. El
nopal (Opuntia ficus — indica) es un cultivo endémico
de América, con uso amplio como producto agroin-
dustrial. El Servicio de Informacién Agroalimentaria
y Pesquera registr6 que el estado de Morelos produjo
392 466.06 Mg de nopal®, principalmente en cuatro
municipios: Tepoztldn, Tlalnepantla, Tlayacapan y
Totolapan. Marin-Bustamante ez a/. (2018) evalua-
ron una produccién anual de cerca de 40 000 Mg de
desechos del nopal.

A pesar de que los materiales lignocelulésicos re-
siduales son los mds apreciados por su potencial alto
para la obtencién de celulosa sin dano a los ecosis-
temas forestales, existen pocos estudios especificos
sobre su uso. Colin-Chdvez et al. (2021) indicaron
la posibilidad de utilizar deshechos o subproductos
de nopal, desarrollaron un material con residuos de
cladodios para su uso como papel de embalaje. El in-
terés creciente por lograr productos biodegradables
ha llevado al desarrollo de compuestos a partir de
biomateriales derivados de fuentes celulésicas diver-
sas. Estos materiales resultan ttiles como propuestas
sustentables para resolver problemas ambientales
como el uso indiscriminado de plésticos en la indus-
tria agricola.

TGA and DSC. Tg was obtained between 46-48 °C, Tin between
32-130 °C, and the final decomposition temperature at 455 °C.
Thermal tests indicated that pear-cactus flour can be added to
polymeric matrices without decomposition occurring when used
as a bio-based material, that is, a polymer derived from biological

materials.

Keywords: Opuntia ficus - indica, pear-cactus flour, by-product,

thermogravimetric analysis, differential scanning calorimetry.
INTRODUCTION

owadays, the search for materials from

natural souces, ecological, renewable and

sustainable, such as some products and
by-products generated by agribusiness, becomes
important. Pear-cactus (Opuntia ficus - indica)
is an endemic crop in America, widely used as an
agronomic and industrial product. The Mexican
Sistema de Informacién Agroalimentaria y Pesquera
recorded that the state of Morelos produced 392
466.06 Mg of pear-cactus cladodes®, mainly in four
municipalities: Tepoztldn, Tlalnepantla, Tlayacapan
and Totolapan. Marin-Bustamante ez al. (2018)
evaluated an annual production of some 40 000 Mg
of pear-cactus waste.

Despite the fact that waste lignocellulosic
materials are the most appreciated for their high
potential to obtain cellulose without damaging forest
ecosystems, there are few specific reports on their uses.
Colin-Chdvez ez al. (2021) indicated the possibility
of using waste or by-products of pear-cactus; they
developed a material with cladode residues for use as
packaging paper. The growing interest in achieving
biodegradable products has led to the development
of compounds from biomaterials derived from
various cellulosic sources. These materials are useful
as sustainable proposals to solve environmental
problems, such as the indiscriminate use of plastics
in the agricultural industry.

The pear-cactus tissues have a high fibre content,
according to Herndndez-Urbiola ez /. (2011), who
documented 13.26% of total fibre on a dry basis;
while the crude fibre values refer to the total content
of digestible and indigestible carbohydrates. On the
other hand, Greco ef /. (2013) indicated that in the

SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera) 2019. Atlas Agroalimentario. https://www.gob.mx/siap (Consultado: mayo

2020).
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Los tejidos del nopal tienen contenido de fibra
alto, de acuerdo con Herndndez-Urbiola ez 2/ (2011)
quienes documentaron 13.26% de fibra total en base
seca. Mientras los valores de fibra cruda hacen refe-
rencia al contenido total de carbohidratos digeribles
y no digeribles. Por otra parte, Greco ez al. (2013) in-
dicé que en la composiciéon quimica del nopal existe
una gran cantidad de minerales (19.6% en peso), un
contenido muy alto de polisaciridos (70%), incluida
la celulosa (21.6% en peso) y un contenido de ligni-
na bajo (3.6% en peso). De acuerdo con Herndndez-
Urbiola ez al. (2011) los tejidos de subproductos de
nopal son ricos en pectina, celulosa y agua mientras
que las espinas estdn constituidas de lignina y celu-
losa.

Los polisacéridos se estudian por su disposicion
vasta y su potencial de aplicacién como biomateriales
sustentables, biodegradables y recursos renovables.
Por tal motivo, la caracterizacién de las propiedades
quimicas y térmicas de harinas de nopal es necesaria
para determinar su utilidad como material biodegra-
dable o como refuerzo para biopolimeros. Entonces,
bajo la premisa de que la incorporacién de harina de
nopal podria integrarse a un compuesto bio polimé-
rico para mejorar desempeno y propiedades finales
como biomaterial; el objetivo de esta investigacién
fue realizar andlisis quimico proximal (AQP) y andli-
sis térmico en harinas de subproductos de nopal del
estado de Morelos, México en tres periodos de cose-
cha, para verificar caracteristicas utiles con vistas a su
adiciéon a materiales poliméricos para envases biode-

gradables.
MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Los nopales variedad Milpa Alta se colectaron en el munici-
pio de Tlalnepantla, Morelos, donde se producen con un manejo
convencional del cultivo. Cladodios de desecho se seleccionaron
por su tamano (25 a 35 cm) pues ya estaban danados o tenian
edad superior a los 3 meses. El peso fue oscil entre los 300 a
1000 g por cladodio. Tres muestreos se realizaron en 2019, en

mayo (época seca), agosto y septiembre (época de lluvias).
Obtencién de harina de nopal

De acuerdo con la metodologia propuesta por Scaffaro ez al.

(2019) con modificaciones en tiempo y temperatura de secado;
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chemical composition of pear-cactus tissues there is a
large amount of minerals (19.6% by weight), a very
high content of polysaccharides (70%), including
cellulose (21.6% by weight) and a low lignin content
(3.6% by weight). According to Herndndez-Urbiola
et al. (2011), the pear-cactus by-product tissues are
rich in pectin, cellulose and water, while the thorns
are made of lignin and cellulose.

Polysaccharides are studied for their vast
availability and potential application as sustainable,
biodegradable biomaterials and renewable resources.
For this reason, the characterization of the chemical
and thermal properties of pear-cactus flour is necessary
to determine its usefulness as a biodegradable
material as a reinforcement for biopolymers. Thus,
under the premise that pear-cactus flour would be
added as a biopolymeric compound to improve
performance and final properties of polymers; the
objective of this research was to perform proximate
chemical analysis (AQP) and thermal analysis on
pear-cactus cladodes flour from the state of Morelos,
Mexico in three harvest periods to verify their useful
characteristics towards being added into polymers to
produce biodegradable packaging.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Pear-cactus cladodes of the Milpa Alta variety were collected
in the municipality of Tlalnepantla, Morelos, where they are
produced with a conventional crop management. Waste cladodes
were selected for their size (25 to 35 cm) as they were already
damaged or were older than 3 months. Weight ranged from 300
to 1000 g per cladode. Three samplings were carried out in 2019,

in May (dry season), August and September (rainy season).
Obtaining pear-cactus flour

According to the methodology proposed by Scaffaro er al.
(2019), with modifications in drying time and temperature,
cach cladode was rinsed with tap water to remove soil debris,
then cut into prisms of approximately 2 cm in length. They were
spread on an aluminum tray and dried in a drying oven (Binder”
FD23ULE2, Germany) at constant temperature, 60 °C for 24 h
to avoid thermal degradation of the components. Once the
sample was dry, it was ground with a blender (Osterizer” 465-43,
Mexico) for 1 min. Afterwards, the particle size of the flour obtained

was homogenized with a Num. 50 sieve mesh (100 m sieve size).
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cada cladodio se enjuagd con agua potable para eliminar restos de
suelo, luego se cortaron en prismas de 2 cm de longitud aproxi-
mada. Los cortes se extendieron sobre una charola de aluminio y
se secaron en horno de secado (Binder® FD23ULE2, Alemania)
a temperatura constante, 60 °C durante 24 h para evitar la degra-
dacién térmica de los componentes. Una vez seca la muestra, se
molié con una licuadora (Osterizer® 465-43, México) durante
1 min. Después, se homogenizé el tamano de particula de la ha-
rina obtenida con un tamiz de malla No. 50 (100 gm). Las ha-
rinas se almacenaron a temperatura ambiente en bolsas pldsticas
selladas y etiquetadas con peso, temperatura, dia de muestreo y

tipo de harina.
Anilisis Quimico Proximal

El andlisis quimico proximal se realizé en la Universidad
Auténoma Metropolitana campus Xochimilco, con los métodos
propuestos por AOAC (2000). El contenido de humedad se de-
terminé por diferencia entre el peso del material fresco y el peso
constante de la muestra en un horno de secado (Riossa® H-82,
México). La ceniza total se determind al incinerar muestra en
una mufla (FELISA®FE-360, México) a 500 °C. El contenido de
grasa cruda se determind por extraccidn etérea libre de nitrégeno
en el equipo (Labconco®, E.U.A.). La determinacién de proteina
cruda se realiz6 con micro Kjeldahl (FOSS® Tecator™, Dinamar-
ca). La fibra cruda se evaltio por el método Weende modificado
a partir de AOAC (2000). Los andlisis de fibra detergente dcida
(FDA), fibra detergente neutra (FDN), celulosa, hemicelulosa y
lignina se determinaron segin el método cldsico de Van Soest
(AOAC, 2000). El extracto libre de nitrégeno (ELN), se determi-
né6 como la diferencia de la suma de todas las composiciones con
el 100%. Todos los anilisis se realizaron por triplicado con cada

una de las harinas obtenidas durante los muestreos.
Andlisis térmicos

Andlisis termogravimétrico (TGA) y Calorimetria Diferencial
de Barrido (DSC)

La determinacién de las propiedades térmicas se realizé en la
empresa In Materiis, localizada en Guadalajara, Jalisco; se llevod
a cabo en un analizador STA-PT — 1600 (LINSEIS®, Alemania)
que realiza andlisis simultdneos de TGA y DSC. Las muestras
se sometieron a un programa controlado de temperatura para
determinar el porcentaje de pérdida de peso por descomposicion,
deshidratacién y otros componentes, asi como para determinar
sus transiciones térmicas. La rampa de calentamiento fue de 20 a
500 °C con una velocidad de 10 °C por min en atmdsfera iner-

te de nitrégeno a 8 L h'', de acuerdo con Lépez-Garcia ef al.
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The flours were stored at room temperature in sealed and labelled
plastic bags specifying weight, temperature, sampling day and
type of flour.

Proximate Chemical Analysis

The proximate chemical analysis was carried out at the
Universidad Auténoma Metropolitana campus Xochimilco,
with the methods proposed by AOAC (2000). Water content
was determined by the difference between the weight of the
fresh material and the constant weight of the sample in a drying
oven (Riossa” H-82, Mexico). Total ash was determined by
incinerating the sample in a muffle (FELISA’FE-360, Mexico) at
500 °C. The crude fat content was determined by nitrogen-free
ether extraction analysis in the equipment (Labconco®, USA).
Crude protein determination was performed with micro Kjeldahl
(FOSS® Tecator™, Denmark). Crude fibre was evaluated by the
Weende method modified from AOAC (2000). The analyses of
acidic detergent fibre (FDA), neutral detergent fibre (FDN),
cellulose, hemicellulose and lignin were determined according to
the classical method of Van Soest (AOAC, 2000). The nitrogen-
free extract (ELN) was determined as the difference of the sum
of all the compositions with 100%. All the analyses were carried
out in triplicate with each one of the flours obtained during the

samplings.
Thermal analysis

Thermogravimetric Analysis (TGA) and Differential Scanning
Calorimetry (DSC)

The determination of the thermal properties took place in
the company In Materiis, located in Guadalajara, Jalisco. It was
done on a STA-PT-1600 analyzer (LINSEIS®, Germany), which
performs simultaneous analyses of TGA and DSC. Samples were
subjected to a controlled temperature program to determine
the percentage of weight loss due to degradation, dehydration
and other components, as well as to determine their thermal
transitions. The heating curve was from 20 to 500 °C, with a
speed of 10 °C per min in an inert nitrogen atmosphere at 8 L
h, according to Lépez-Garcia et al. (2017). The test was carried
out in triplicate with each of the flours obtained during the

samplings.
Statistical analysis
All the experiments were done in triplicate. With ANOVA

followed by a Tukey mean comparison test with p=0.05, the
statistical software used was SigmaPlot 13 (SYSTAT, 2018).
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(2017). La prueba se realizé por triplicado con cada una de las

harinas obtenidas durante los muestreos.
Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Con
ANDEVA seguido de una prueba de comparacién de medias de
Tukey con p<0.05, el paquete estadistico usado fue SigmaPlot 13
(SYSTAT, 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Anilisis quimico proximal

De las pruebas realizadas a las harinas de nopal, se
observé que el porcentaje de humedad (5.12%) fue
el mismo para las tres harinas de cada muestreo sin
diferencia (p>0.05) estadistica significativa (Cuadro
1). Esto fue similar a lo obtenido por Herndndez-
Urbiola ez a/. (2011) quienes valuaron la humedad de
harinas de nopal y obtuvieron 5.03% de humedad en
harinas de cladodios de 40 d de edad.

En cuanto al contenido de proteina cruda, esta
fue ligeramente superior en la harina de los clado-
dios del mes de mayo (12.17%), los cuales se colecta-
ron en temporada seca y fueron diferentes (p=<0.05)
a las harinas de los cladodios colectados en agosto

RESULTS AND DISCUSSION
Proximate chemical analysis

From the tests run on the pear-cactus flours, we
observed that the water content percentage (5.12%)
was the same for the three flours of each sampling
with no significant (p>0.05) differences between
them (Table 1). This was similar to that obtained
by Herndndez-Urbiola ez al. (2011) who evaluated
water content of pear-cactus flour and obtained
5.03% water content in 40 d old cladodes flour.

The crude protein content was slightly greater
in the flour of cladodes of May (12.17%), which
were collected in the dry season and were different
(p=<0.05) to the flour of the cladodes collected in
August (11.61%) and September (11.50%) in the
rainy season. This agrees with Uche ez al. (2017) who
reported 11.60% protein in Opuntia dillenii flour,
a variety of pear-cactus cultivated in Mexico, Cuba,
USA, and Bahamas, among others.

The ash content was different (p=<0.05) in each
sampling and was greater (24.61%) in the pear-cactus
flours of cladodes collected in September, compared
to those of previous months (May 16.45% and
August 19.92%). This could be due to the volcanic
ash falling from the Popocatépet]l volcano during

Cuadro 1. Composiciéon quimica proximal (% base seca) de las harinas de nopal cosechado

en mayo, agosto y septiembre.

Table 1. Proximate chemical composition (dry base %) in flours of pear-cactus harvested in

May, August and September.

Com([.())/o();lente Mayo Agosto Septiembre
Humedad 5.12+0.06 a 5.12+0.06 a 5.12+0.06 a
Proteina cruda 12.17+0.11 a 11.61 + 0.74 ab 11.50 + 0.30 ab

Cenizas 16.45 +0.10 a 19.92 +0.04 b 24.61 +0.18 ¢

Grasa 1.48 + 0.06 a 1.58+0.02a 1.71 +0.10 a

Fibra cruda 12.07 +0.49 a 10.52 +0.24 b 9.12+0.06 b
FDN 16.39 +0.13 a 13.26 + 1.06 b 1052+ 1.71 ¢
FDA 11.32+0.12 a 11.79 + 0.24 a 1192 +0.84 a
ELN 57.72 ab 56.41 ab 53.13 ¢

FDN (fibra detergente neutra), FDA (fibra detergente dcida) y ELN (extracto libre de nitrégeno);
FDN y FDA, proceden de la fibra cruda total. Valores indican promedios del anilisis por
triplicado + desviacién estdndar. Letras distintas entre filas indican diferencia estadistica (Tukey,
p=0.05). ¢ FDN (neutral detergent fibre), FDA (acidic detergent fibre) and ELN (nitrogen free
extract); 'FDN and FDA proceeded from total crude fibre. Values indicate means of triplicate
analysis + standard deviation. Different letters among rows indicate statistical difference (Tukey,

p=0.05).
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(11.61%) y septiembre (11.50%) en época de llu-
vias. Esto concuerda con Uche ez al. (2017) quienes
registraron 11.60% de proteina en harina de Opuntia
dillenii, una variedad de nopal cultivada en México,
Cuba, E.U.A. y Bahamas, entre otros.

El contenido de cenizas fue diferente (p=<0.05)
en cada muestreo y fue superior (24.61%) en las ha-
rinas de nopal de los cladodios de septiembre respec-
to a los de meses anteriores (mayo 16.45% y agosto
19.92%). Esto pudo deberse a la caida de ceniza vol-
cénica desde el volcdn Popocatépetl durante septiem-
bre del 2019, periodo con una actividad volcdnica
mayor durante las fechas de muestreo; por ello las
cenizas pudieron depositarse en los tejidos epidér-
micos de los cladodios, las cenizas estdn constituidas
principalmente de silice.

El incremento en el contenido de cenizas en las
harinas de nopal se puede atribuir al aumento de lig-
ninas que se relacionan directamente con minerales
insolubles (hasta 30%). Estos forman parte de las
estructuras no energéticas de la pared celular de las
plantas y le confieren estructura y rigidez (Chdvez-
Sifones et al., 2013). También otros autores han
senalado que el contenido de cenizas se incrementa
con la edad debido al contenido alto de minerales
como magnesio, calcio y fésforo, presentes durante
la maduracién de los cladodios. Rodiles-Lépez et al.
(2019) documentaron contenidos de cenizas de 18.41
2 23.24% en cladodios maduros de 50 d a 3 afnos.

El porcentaje de grasa no mostré diferencia esta-
distica con valores de 1.48 a 1.71%. Rodriguez-Félix
y Cantwell (1988) describieron que el porcentaje de
grasas en harinas de nopal era 1% para nopales de 20
cm de longitud. Rodiles-Lépez ez al. (2019) senalaron
resultados similares con 1.50% de grasa en harinas de
mucilago de nopal para el desarrollo de una tortilla
mds saludable. Respecto al contenido de fibra cruda,
los valores mostraron diferencias (p=<0.05) entre las
harinas ya que estos oscilaron entre 9.12 y 12.07%.
Herndndez-Urbiola et a/. (2011) obtuvieron resulta-
dos similares obtuvieron con valores correspondien-
tesde 6.15, 11.0 y 13.26% de fibra total en base seca.
Los valores de fibra cruda hacen referencia al conte-
nido total de carbohidratos digeribles y no digeribles
que se encuentran en las muestras que se evaluaron.

Sin embargo, para conocer mds a fondo el con-
tenido de fibra soluble y fibra insoluble fue necesa-
rio realizar otras pruebas, entre ellas la de FDN,
la cual proveyé informacién sobre el contenido
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September 2019, a period with greater volcanic
activity during the sampling dates. For this reason,
ashes could be deposited in the epidermal tissues of
the cladodes; ashes are mainly made of silica.

The increase in ashes content in the pear-cactus
flours can also be attributed to the increase in lignin,
which are directly related to insoluble minerals (up to
30%). Those are part of the non-energetic structures
of plants in the cell wall, bringing structure and
rigidity (Chdvez-Sifones ez al., 2013). Other authors
have also pointed out that the ash content increases
with age due to the high content of minerals such as
magnesium, calcium and phosphorus, present during
the maturation of the cladodes. Rodiles-Lépez ez al.
(2019) reported ash contents of 18.41 to 23.24% in
mature cladodes from 50 days to 3 years of age.

Fat percentage did not show statistical difference
with values from 1.48 to 1.71%. Rodriguez-Félix
and Cantwell (1988) described that the percentage
of fat in pear-cactus cladodes flour was 1% for
those of 20 cm in length. Rodiles-Lépez et al.
(2019) reported similar results with 1.50% fat in
pear-cactus mucilage flours to produce a healthier
Mexican tortilla. The values of crude fibre content
showed differences (p=0.05) among the flours since
they ranged between 9.12 and 12.07%. Herndndez-
Urbiola er al. (2011) obtained similar results with
corresponding values of 6.15, 11.0 and 13.26% of
total fibre on a dry base. Crude fibre values referred
to the total content of digestible and non-digestible
carbohydrates found in the evaluated samples.

However, to learn more about the content of
soluble fibre and insoluble fibre, it was necessary
to perform other tests, among them the FDN test,
which provided information on the hemicellulose,
pectin and protein content in the vegetative parts,
mainly constituted by structural carbohydrates
(Herndndez-Urbiola et al, 2011). In this case,
statistical differences (p=<0.05) were found among
the sampling months; in May (dry season) a higher
percentage was obtained with 16.39%, compared to
the months of the rainy season (August, 13.26%, and
September, 10.52%).

After the FDA test, the statistical analysis showed
no significant differences (p>0.05) in the flour
of the cladodes collected in May (11.32%) and
August (11.79%); the percentage was very similar
in the three months of sampling. This is related to
the content of insoluble fibre (cellulose and lignin);
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de hemicelulosa, pectinas y proteinas de las partes
vegetativas, constituidas principalmente por los car-
bohidratos estructurales (Herndndez-Urbiola ez al.,
2011). En este caso, se encontraron diferencias esta-
disticas (p=0.05) entre los meses de muestreo; mayo
(época seca) fue en el cual se obtuvo un porcentaje
mayor con 16.39%, en comparacién con los meses
de temporada de lluvias (agosto, 13.26% y septiem-
bre, 10.52%).

En cuanto a la prueba de FDA, el andlisis esta-
distico no arrojé diferencias significativas (p>0.05)
en las harinas de los cladodios del mes de mayo
(11.32%) y agosto (11.79%); el porcentaje fue muy
similar en los tres meses de muestreo. Este resultado
se relaciona con el contenido de fibra insoluble (celu-
losa y lignina), ambos polisaciridos son de importan-
cia para este estudio. Por tal motivo, se planteé una
cuantificacién mds acertada para obtener un panora-
ma mejor de su uso como biomaterial biodegradable.

El ELN presenté diferencias (p<0.05) entre los
meses de muestreo; mayo fue el mes que obtuvo un
porcentaje mayor con 57.72%, seguido del mes de
agosto con 56.41% y por ultimo el mes de septiem-
bre con 53.13%. Resultados similares presentados
por FAO (2016) indicaron que el ELN para clado-
dios de 3 a 12 meses se encuentra entre 58 y 60%, lo
cual concuerda con los resultados obtenidos en esta
investigacién. La fraccién que representa el ELN no
contiene celulosa, sino otros compuestos como el al-
midén y azicares, en especial pectinas, uno de los
constituyentes principales de los cladodios de nopal
(Herndndez-Urbiola ez al., 2011).

Los contenidos totales de celulosa, hemicelulosa
y lignina de las harinas de cladodios de cada mes de
muestreo se cuantificaron. Como se puede obser-
var, los contenidos mayores respectivos de celulosa
y hemicelulosa estuvieron en las harinas del mes de
mayo, 11.07 y 16.39% (Cuadro 2). Mientras que el
contenido mayor de lignina se obtuvo en septiembre
con un 4% de las harinas procesadas de los cladodios
colectados en septiembre, con tamafno mayor duran-
te el muestreo. Estos resultados también coincidieron
con los expuestos por Yang et al. (2015) quienes se-
fialaron contenidos de celulosa entre 9.8 - 13.1% en
cladodios maduros provenientes de dreas con poco
estrés hidrico. En cuanto al contenido de lignina to-
tal, los resultados fueron similares a los de Osuna-
Ceja er al. (2019) con valores entre 1.0 - 2.7% en
subproductos de nopal forrajero.
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both polysaccharides are important for this study.
Therefore, a more accurate quantification would help
to obtain a wider scope of their use as a biodegradable
biomaterial.

The ELN showed differences (p<0.05) among
sampling months; May was the month that obtained
a higher percentage with 57.72%, followed by August
with 56.41% and finally September with 53.13%.
Similar results by FAO (2016) indicated that the
ELN for cladodes from 3 to 12 months is between
58 and 60%, which agrees with the results obtained
in this study. The fraction that the ELN represents
does not contain cellulose, but other compounds
such as starch and sugars, pectin in particular, one
of the main constituents of pear-cactus cladodes
(Herndndez-Urbiola et al., 2011).

Total cellulose, hemicellulose and lignin contents
of the cladodes flour in each month of sampling
were quantified. As observed, the highest respective
contents of cellulose and hemicellulose were in
the flours of cladodes collected in May, 11.07 and
16.39% (Table 2). Whereas the highest lignin
content was obtained in September with 4% of
the processed flours from the cladodes collected in
September, with a larger size during the sampling.
These results also coincided with those reported by
Yang ez al. (2015), who indicated cellulose contents
between 9.8 - 13.1% in mature cladodes from areas
with little water stress. Results on the total lignin
content were similar to those of Osuna-Ceja et al.
(2019) with values between 1.0 - 2.7% in pear-cactus
by-products collected for forage.

Previous studies on the chemical composition
of pear-cactus indicated variation under climatic
conditions when cutting the cladodes. Despite this,
the study by Rodiles-Lépez er al. (2019) indicated
that these changes are proportional to the age of the
cladode, with considerable increases in ashes, calcium
and protein contents. A similar behavior occurs with
the lignin content in cacti, which increases according
to the age of the stem.

Pear-cactus cladodes waste flours have great
potential as renewable biomaterials in the addition
of polymeric matrices, due to interactions between
their functional groups and those of biodegradable
polymers such as PLA. This occurs because they
can increase the mechanical properties of resistance
and Young’s modulus, as well as to accelerate their

biodegradation (Scaffaro ez al., 2019).
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Cuadro 2. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina (%, en base seca) en harina de nopal de
cladiodos colectados en mayo, agosto y septiembre.
Table 2. Cellulose, hemicellulose and lignin content (%, on a dry base) of pear-cactus flour from
cladodes collected in May, August and September.

(%) Celulosa

Mes de muestreo

(%) Hemicelulosa

(%) Lignina

Mayo 11.07 £2.75a
Agosto 10.66 + 0.59 ab
Septiembre 10.86 + 0.89 a

16.39 £ 0.13 a 1.73 + 0.45 ab
13.26 + 1.06 b 1.04 £ 0.23 a
1052+ 1.71 ¢ 4.00 £ 0.06 ¢

Valores indican promedios de andlisis por triplicado + desviacién estdndar en base seca. Letras distintas entre
filas indican diferencia estadistica (Tukey, p=<0.05). < Values indicate means of triplicate analysis + standard
deviation on a dry base. Different letters among rows indicate statistical differences (Tukey p=<0.05).

Estudios previos sobre la composicién quimica del
nopal senalaron su variacién entre condiciones cli-
maticas al corte de los cladodios. A pesar de esto, in-
vestigaciones como la de Rodiles-Lépez ez al. (2019)
indicaron que estos cambios son proporcionales a la
edad del cladodio, con incrementos considerables en
los contenidos de cenizas, calcio y proteinas. De la
misma manera, un comportamiento similar se da con
el contenido de lignina en las cactdceas, el cual se in-
crementa conforme con la edad de la penca.

Las harinas de residuos de nopal tienen un gran
potencial como biomaterial renovable en la adicién
de matrices poliméricas, por las interacciones entre
sus grupos funcionales y los de polimeros biodegra-
dables como el PLA. Ya que pueden aumentar las
propiedades mecdnicas de resistencia y el médulo de
Young, asi como acelerar su biodegradacién (Scaffaro

et al., 2019).
Andlisis térmicos
Andlisis termogravimétrico (TGA)

En el TGA de las harinas de los meses de mayo,
agosto y septiembre se observé un comportamiento
similar al de otras variables entre los meses muestrea-
dos (Figura 1). La primera pérdida de peso en el mes
de mayo se observé a los 124.44 °C con una pérdida
de peso de 6.43%, del mes de agosto, se observé a
partir de los 86.43 °C con un 6.83% de pérdida de
masa, y en el mes de septiembre, a partir de los 127.60
°C con una pérdida de masa de 6.6%. Esto se debe
en lo principal a la pérdida de humedad en los mate-
riales vegetales (Stefanidis ez /., 2014). Guadarrama-
Lezama et al. (2018) obtuvieron resultados similares
con harinas de mucilago de cdscaras de tunas (Opuntia
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Thermal analysis
Thermogravimetric Analysis (TGA)

In the TGA of the flours from cladodes collected
in May, August and September a similar behaviour
to that of other variables was observed among the
variable month of sampling (Figure 1). The first
drop in May was observed at 124.44 °C amounting
a weight loss of 6.43%; in August, it was observed at
86.43 °C with a 6.83% mass loss; and in September,
at 127.60 °C with a mass loss of 6.6%. This is mainly
due to the loss of water in plant materials (Stefanidis
et al., 2014). Guadarrama-Lezama et 4l (2018)
obtained similar results with mucilage flours from

100
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100 200 300 400 500

Temperatura ("C)

Figura 1. Curva de andlisis termogravimétrico (TGA) de la
harina de cladodios de nopal colectadas en mayo,
agosto y septiembre.

Figure 1. Thermogravimetric analysis curve (TGA) of the
pear-cactus flour from cladodes collected in May,
August and September.
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ficus — indica), en ese estudio, la primera transicion
representativa de la pérdida de peso ocurrié de 25 a
120 °C, debido a la pérdida en el contenido de agua.

La transicidn siguiente en harinas de cladodios del
mes de mayo, se observé a partir de los 231 °C con
una pérdida en peso del 11.08%, mientras que, en el
mes de agosto, fue a partir de los 157.21 °C con una
pérdida en peso del 13.56%. Para las harinas del mes
de septiembre, la transicién fue a partir de los 237 °C
con una pérdida en peso del 16.81%. A partir de los
327.85 °C, se observaron pérdidas de peso superiores
al 40%. Estos resultados son similares a los documen-
tados por Stefanidis ez /. (2014) quienes menciona-
ron que la pérdida de peso a estas temperaturas fue
representativa de la descomposicién de polisaciridos,
esto ocurrié dentro de los 200 a 320 °C con pérdi-
das de peso hasta 59.7%. Guadarrama-Lezama ez
al. (2018) observaron algo muy similar en su estudio,
que entre 120 y 290 °C hubo descomposicién en la
biomasa de los componentes hemicelulosa y lignina;
y que esta tltima comenzé a degradarse a partir de
los 120 °C. En nuestra investigacién, el contenido de
lignina fue significativo (p=<0.05) respecto a la edad
de los cladodios (Cuadro 2).

El mucilago de nopal es hidrofilico y su conteni-
do de carbohidratos alto lo hace muy heterogéneo.
Por tal motivo, la variacién entre la pérdida de masa
(en peso) que se presenté a partir de los 210 °C hasta
los 310 °C (donde se observé la pérdida mayor, Fi-
gura 1) es caracteristica de la descomposicién de los
polisacdridos; con la temperatura de carbonizacién a
431.34 °C. Al respecto, Pinto ez al. (2016) obtuvie-
ron un resultado similar con una temperatura de car-
bonizacién del mucilago de quingombé (Abelmoschus
esculentus) de 400 °C. Y Guadarrama-Lezama ez 4/.
(2018) identificaron la descomposicién de polisacdri-
dos a partir de los 120 °C y la carbonizacién total de
materiales sin mucilago de nopal a los 280 °C.

El comportamiento de las muestras de harina
de los tres meses fue similar (p>0.05) en cuanto a
la pérdida de peso ya que ocurrid a temperaturas se-
mejantes, esto tal vez se debi6 a que las harinas se
obtuvieron de cladodios de la misma edad aproxima-
da y del mismo municipio. A la fecha existen pocas
publicaciones sobre el uso de harina de nopal como
material de refuerzo en matrices poliméricas. Entre
estas destaca la investigacién de Scaffaro ez a/. (2019)
quienes desarrollaron un bio compuesto con dcido

polildctico (poly L-lactic acid, PLA) y adicién de
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prickly pear-cactus fruits peel (Opuntia ficus - indica).
In their study, the first representative transition of
weight loss occurred from 25 to 120 °C, due to water
content loss.

The following transition in cladodes flour collected
in May was observed at 231 °C, with a weight loss
of 11.08%, while in August, it was at 157.21 °C,
with a weight loss of 13.56%. The transition of the
flours from cladodes collected in September was at
237 °C, with a weight loss of 16.81%. Starting
at 327.85 °C, weight losses of over 40% were
observed. These results are similar to those reported
by Stefanidis ez al. (2014), who mentioned that the
weight loss at these temperatures was representative
of polysaccharides degradation. This occurred within
200 to 320 °C, with weight losses up to 59.7%.
Guadarrama-Lezama er al. (2018) reported closely
similar results in their study, observing that between
120 and 290 °C occurred biomass degradation in
components such as hemicellulose and lignin; and
that the latter began to degrade at 120 °C. In our
research, the lignin content was significant (p=<0.05)
at comparing cladode age (Table 2).

Pear-cactus mucilage is hydrophilic, and its high
carbohydrate content makes it very heterogeneous.
For this reason, the variation in the loss of mass (in
weight) that occurred from 210 °C to 310 °C (the
greatest weight loss point, Figure 1), is characteristic
from  polysaccharides degradation, with the
carbonization temperature at 431.34 °C. In this
regard, Pinto ez al. (2016) obtained a similar result
with the carbonization temperature of okra mucilage
(Abelmoschus esculentus) at 400 °C. Guadarrama-
Lezama et al. (2018) identified the decomposition
of polysaccharides starting at 120 °C and the total
carbonization of materials without pear-cactus
mucilage at 280 °C.

The behaviour of the flour samples of the three
months was similar (p>0.05) in terms of weight loss
since it occurred at similar temperatures; this was due
perhaps to the flours were obtained from cladodes of
an approximate age and at the same municipality. To
date there are few publications on the use of pear-
cactus flour as a reinforcing material in polymeric
matrices. Among these, the research by Scaffaro ez
al. (2019) stands out by developing a bio compound
with polylactic acid (PLA) and the addition
of cladode fibres from adult pear-cactus. That
biomaterial demonstrated a remarkable adherence
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fibras de cladodio de nopal adulto. El bio material
demostré una adherencia notable del polimero con
las fibras de nopal, atribuido a la carga interfdsica del
PLA; lo cual también incrementé la ductilidad del
material.

Una investigacién reciente de Colin-Chdvez er
al. (2021) informé sobre el uso de fibras de subpro-
ductos de nopal de dos afios para el desarrollo de
un material biodegradable de embalaje; en el cual se
obtuvieron ldminas de papel comparables con fibras
maderables y no maderables. Las harinas lignocelul6-
sicas toman gran importancia por su potencial como
biomateriales para el refuerzo de matrices poliméri-
cas. Ademads, son una fuente renovable, abundantes,
econdmica y al tratarse de biomasa residual presentan
buenas propiedades mecdnicas para su uso como bio-

material biodegradable (Abdul Khalil ez 4/, 2016).
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Las transiciones son fenémenos importantes que
sirven para conocer el comportamiento térmico de
los polimeros, pues describen la rigidez de las cade-
nas poliméricas. Asi ayudan a entender y referenciar
mejor su uso posible para adicién en biomateriales de
acuerdo con lo descrito por Gheribi ez 4. (2019). Las
transiciones de temperatura de las harinas de nopal
de cladodios colectados en los meses de mayo, agosto
y septiembre también se describieron en este estudio
(Figura 2). El primer evento térmico correspondiente
ala 7g (transicién vitrea) se observé entre los 46 y 48 °C,
para cladodios de mayo, agosto y septiembre (Figura
2A). Estos resultados fueron similares a lo publicado
por otros autores que observaron valores 7g de
45 °C en harinas de mucilago de nopal (Gheribi ez
al., 2019).

Después, se presenté un segundo evento térmico
entre los 32 y los 130 °C con un pico endotérmico a
90 °C, mismo que correspondié a la temperatura de
fusién (7m) con una pérdida de peso menor al 10%
que correspondié con la pérdida de agua y compo-
nentes de bajo peso molecular (Figura 2B), de ma-
nera similar a lo consignado por Madera-Santana e#
al. (2018). También Manani ez a/. (2018) expusieron
un primer evento térmico para harinas de cladodio
de nopal adulto entre los 35-120 °C, intervalo que
identifica la pérdida de humedad. El ablandamien-
to de las harinas de nopal durante sus transiciones
térmicas es complejo y coincidente con aquéllas del
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of the polymer to the pear-cactus fibres, attributed
to the interphase load of PLA, also increasing the
ductility of the material.

A recent study by Colin-Chdvez ez al. (2021)
reported on the use of two-year-old pear-cactus
by-product fibres for the development of a
biodegradable packaging material; in which sheets
of paper comparable with wood and non-wood
fibres were obtained. Lignocellulosic flours take on
great importance with potential as biomaterials for
reinforcing polymeric matrices. In addition, they
are a renewable, abundant, inexpensive source and,
as they are residual biomass, they present good
mechanical properties for use as a biodegradable

biomaterial (Abdul Khalil ez /., 2016).
Differential scanning calorimetry (DSC)

Transitions are important phenomena that serve
to understand the thermal behaviour of polymers;
describing the stiffness in polymer chains. Thus,
they help to understand and reference their addition
to biomaterial applications, as it was described by
Gheribi ez al. (2019). The temperature transitions of
the pear-cactus flour from cladodes collected in May,
August and September were also described in this
study (Figure 2). The first thermal event corresponding
to the 7g (glass transition) was observed between 46
and 48 °C, for cladodes collected in May, August and
September (Figure 2A). These results were similar to
those published by other authors, who reported a 7g
of 45 °C for pear-cactus mucilage flour (Gheribi ez
al., 2019).

Later, a second thermal event occurred between
32 and 130 °C, with an endothermic peak at 90 °C,
which corresponded to the melting temperature
(7m), with a weight loss of less than 10% that
corresponded to the loss of water and low molecular
weight compounds (Figure 2B), similar to that
reported by Madera-Santana ez al. (2018). Also,
Manani ez al. (2018) reported a first thermal event
for adult pear-cactus cladodes flour between 35-
120 °C, an interval that identifies water content loss.
The softening of pear-cactus flour during thermal
transitions is complex and it coincides with those of
PLA. This phenomenon has been observed, according
to Scaffaro ez al. (2019), in the case of lignocellulosic
fills from pear-cactus fibre flours; and it can be
attributed to the presence of minerals and impurities
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Figura 2. Curva de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las harinas de cladodios de nopal. (A) Termograma completo y

(B) Detalle de la Transicién vitrea (7g).

Figure 2. Differential scanning calorimetry curve (DSC) of pear-cactus cladodes flour. (A) Complete thermogram, and (B) Detail

of the glass transition (7g).

PLA. Este fenémeno se ha observado de acuerdo con
Scaffaro ez al. (2019) en el caso de rellenos lignocelu-
16sicos de harinas de fibra de nopal y puede atribuirse
a la presencia de minerales e impurezas en las fibras
crudas que inducen la degradacién de matrices poli-
méricas.

El tercer evento exotérmico se presenté entre los
240 y los 380 °C con un pico a los 315 °C que corres-
pondié a la descomposicién térmica de las proteinas
y polisacdridos. Este evento muestra la descomposi-
cién habitual de los polisaciridos que ocurre de entre
los 210 a 350 °C y define también la interaccién de
otros componentes como son la celulosa, hemicelu-
losa y lignina (Stefanidis ez a/., 2014). Guadarrama-
Lezama et al. (2018) observaron la aparicién de estos
picos a partir de los 120 °C para compuestos lignoce-
lulésicos, en particular la hemicelulosa que se puede
verificar entre los 170 a 190 °C.

El ultimo evento se presentd entre los 394 y los
500 °C con un pico a los 455 °C el cual correspondié
a la degradacién total de los componentes, como es la
lignina presente en las muestras, de acuerdo con Ste-
fanidis et 2/ (2014). Otros autores como Guadarra-
ma-Lezama ez al. (2018) mencionaron que la despo-
limerizacién de la pectina, otro de los componentes
principales del nopal, se observé entre 154 y 281 °C. Por
tltimo, la descomposicidn final de la muestra ocurrié
a 460 °C (Figura 2A).

La 7 fue similar para las tres muestras de hari-
na, con valores en 45 y 48 °C, al igual que las otras
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in the raw fibres that induce the degradation of
polymeric matrices.

The third exothermic event occurred between 240
and 380 °C, with a peak at 315 °C that corresponded
to the thermal decomposition of proteins and
polysaccharides. This
polysaccharides degradation that occurs between 210
to 350 °C, and it also defines the interaction of other
components such as cellulose, hemicellulose and
lignin (Stefanidis ez a/., 2014). Guadarrama-Lezama
et al. (2018) observed the appearance of these peaks
starting at 120 °C for lignocellulosic compounds,
particularly hemicellulose, which can be observed
between 170 and 190 °C.

The last event occurred between 394 and 500 °C
with a peak at455 °C, which corresponded to the total
degradation of the components, such as the lignin
present in the samples, according to Stefanidis ez al.
(2014). Other authors, such as Guadarrama-Lezama
et al. (2018) indicated that pectin depolymerization
which is another of the main components of pear-
cactus was observed at 154 to 281 °C. Finally, the
complete decomposition of the sample occurred at
460 °C (Figure 2A).

Tg was similar in the three flour samples, values
between 45 and 48 °C, as the other transitions. No
difference (p>0.05) was observed among the sampling
months. That could be due to flour was obtained from
cladodes with approximate age at the cutting, and at
the same municipality. TGA and DSC techniques are

event shows the usual
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transiciones. No se observé diferencia (p>0.05) entre
los meses de muestreo. Esto pudo deberse a que las
harinas se obtuvieron de cladodios con la misma edad
aproximada al corte y eran del mismo municipio. Las
técnicas de TGA y DSC son complementarias. En el
TGA, se pudo observar la estabilidad térmica de las
tres muestras y las transiciones térmicas en el DSC.
En el termograma de TGA el producto de las etapas
de descomposicién térmica estuvieron alrededor de
310-317 y 450 °C y correspondieron con tempera-
tura entre 240-380 °C (pico mdximo en 315 °C) y
394-500 °C (pico mdximo en 455 °C), observados
en los termogramas DSC. Estas transiciones permi-
tieron conocer los intervalos de temperatura en los
cuales el bio material se degradé y fundié, para asi te-
ner vistas del uso que podrd tener dicho biomaterial,
adicionado a manera de biopolimero en una matriz
polimérica.

El uso de refuerzos de harinas lignocelulésicas de
nopal en matrices poliméricas facilita las interfaces y
mejora las propiedades de rotura de polimeros como
el PLA. Los materiales producidos a partir de bioma-
sa ayudan a rellenar los poros de la matriz poliméri-
ca y mejoran no solo el rendimiento sino también
la ductilidad de los materiales (Pérez-Fonseca et al.,
2017; Scaffaro et al., 2019). Esta mejora en propie-
dades facilitarfa su uso en un modelo de extrusién
para la fabricacién de fibras biodegradables que sir-
van para el desarrollo de materiales biopoliméricos

biodegradables.
CONCLUSIONES

El andlisis quimico proximal mostré porcentajes
similares de humedad, proteina cruda, grasa y fibra
detergente 4cida en las tres harinas de cada muestreo
sin diferencia estadistica. El contenido de cenizas
fue superior en las harinas de nopal de cladodios co-
lectados en septiembre al igual que el contenido de
lignina y fibra cruda. En fibra cruda, fibra detergen-
te neutra, extracto libre de nitrégeno, contenido de
celulosa y hemicelulosa, el valor fue mayor en mayo,
mes de época seca.

Aunque hubo algunas diferencias entre tipo de
harina proveniente de subproductos del nopal y otras
entre tres meses de cosecha, todas mostraron un
comportamiento similar en sus propiedades térmi-
cas. El andlisis térmico indicé estabilidad térmica, la
cual podria permitir a la harina formar parte de una
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complementary. In the TGA, thermal stability of the
three samples was observed, and thermal transitions
in the DSC. In the TGA thermogram, the product
of the thermal degradation stages was around 310-
317 and 450 °C, and it corresponded to temperature
between 240-380 °C (maximum peak at 315 °C) and
394-500 °C (maximum peak at 455 °C), observed
in the DSC thermograms. Those transitions allowed
us to know the temperature ranges in which the
biomaterial degraded and melted. This is useful to
get a scope of the use that such biomaterial may have,
added as a biopolymer into a polymeric matrix.

The use of lignocellulosic pear-cactus flour
reinforcements in polymeric matrices facilitates the
interfaces and improves the breaking properties of
polymers such as PLA. Materials produced from
biomass help to fill the pores of the polymeric matrix
and improve not only the performance but also
the ductility of the materials (Pérez-Fonseca et al.,
2017; Scaffaro et al., 2019). This improvement in
properties would facilitate their use in an extrusion
model for manufacturing of biodegradable fibres that
would serve to develop biodegradable biopolymeric
materials.

CONCLUSIONS

The proximate chemical analysis showed similar
percentages in water content, crude protein, fat and
acidic detergent fibre in the three types of pear-
cactus flour, with no statistical differences. The ashes
content was higher in the pear-cactus flour from
cladodes collected in September, as well as the content
of lignin and crude fibre. In crude fibre, neutral
detergent fibre, nitrogen-free extract, cellulose and
hemicellulose content, the value was higher in May,
a dry month.

Although there were some differences among
flour type from pear-cactus by-products, and others
among three harvest months, they all showed a
similar behaviour in thermal properties. Thermal
analysis indicated thermal stability, which would
allow flour to be part of a polymeric matrix to be
used as a biomaterial for biodegradable packaging.
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matriz polimérica para su uso como biomaterial para
envases biodegradables.

AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)
por los fondos para postgrado (beca doctoral no. 706180). Al
Instituto Politécnico Nacional (IPN) por los fondos de la Beca de

Estimulo Institucional de Formacién de Investigadores (BEIFI).

LITERATURA CITADA

Abdul Khalil, H.PS., Y. Davoudpour, K. S. Chaturbhuj, Md. S.
Hossain A. S Adnan, R. Dungani, M.T. Paridah, Z. Islam
Sarker, M.R Nurul Fazita, M.I Syakir, and M.K.M. Haafiz.
2016. A review on nanocellulosic fibres as new material for
sustainable packaging: Process and applications. Renew. Sus-
tain. Energy Rev. 64: 823-836 http://dx.doi.org/10.1016/].
rser.2016.06.072

AOAC (Association of Official Analytical Chemists). 2000.
Official methods of analysis of the Association of Official
Analytical Chemists. 17th edition. Washington D.C. http://
www.fao.org/3/ab489s/ab489s03.htm  (Consultado:  no-
viembre 2020).

Colin-Chdvez, C., H. Soto-Valdez, ]J. Turrado-Saucedo, A.
Rodriguez-Félix, E. Peralta, A. R. Saucedo-Corona, and M.
Guzmdn-Corona. 2021. Papermaking as potential use of fi-
bers from Mexican Opuntia ficus-indica waste. 23: 141 - 150
https://doi.org/10.18633/biotecnia.v23i1.1315.

Chévez-Sifones, M. and M. E. Domine. 2013. Lignin, structure
and applications: depolymerization method for obtaining
aromatic derivatives of industrial interest. Av. Cien. Ing. 4: 15
— 46 https://www.redalyc.org/articulo.0a?id=323629266003

FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura). 2016. Utilizacién agroindustrial del nopal.
Roma, Italia. 133 p.

Gheribi, R., Y. Habibi, and K. Khwaldia, 2019. Prickly pear
peel as a valuable resource of added - value polysaccharide:
Study of structural, functional and film forming properties.
Int. J. of Bio. Macro. 126: 238 — 245 DOI: 10.1016/}.ijbio-
mac.2018.12.228

Greco, A., R. Gennaro, A. Timo, E Bonfantini, and A. Maffez-
zoli. 2013. A comparative study between bio-composites
obtained with Opuntia ficus-indica cladodes and flax fibers.
J Polym. Environ. 21:910-916 https://doi.org/10.1007/
$10924-013-0595-x

Guadarrama-Lezama, A. Y., J. Castano, G. Veldzquez, H. Ca-
rrillo-Navas, and J. Alvarez-Ramirez. 2018. Effect of nopal
mucilage addition on physical, barrier and mechanical pro-
perties of citric pectin-based films. J. Food Sci. Technol. 55:
3739-3748 DOI: 10.1007/s13197-018-3304-x

Herndndez-Urbiola, M. 1., Pérez-Torrero, E. and Rodriguez-
Garcfa, M. E. 2011. Chemical analysis of nutritional con-
tent of prickly pads (Opuntia ficus-indica) at varied ages in an
organic harvest. Int J. Environ Res. Public Health 8:1287-
1295 DOI: 10.3390/ijerph8051287

Lépez-Garcia, E, Jiménez-Martinez, C., Guzmdn-Lucero, D.,
Maciel-Cerda, A., Delgado-Macuil, R., Cabrero-Palomino,

ARTICULO CIENTIFICO
DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v55i5.2516

grant num. 706180). To the Instituto Politécnico Nacional
(IPN) through the funds of Beca de Estimulo Institucional de
Formacién de Investigadores (BEIFI).

—End of the English version—

--_*---

D., Terrés-Rojas, E., and Arzate-Vdzquez, 1. 2017. Physical
and chemical characterization of biopolymer film made with
corn starch and nopal xoconostle (Opuntia joconostle) muci-
lage. Rev. Mex. Ing. Quim. 16: 147-158.

Madera-Santana, T., Vargas-Rodriguez, L., Nuanez-Colin, C.
A., Gonzilez-Garcia, G., Pena-Caballero, V., Nunez-Gas-
télum, J. A., Gallegos-Vizquez, C., and Rodriguez-Nufiez,
J. R. 2018. Mucilage from cladodes of Opuntia spinuli-
fera Salm-Dyck: chemical, morphological, structural and
thermal characterization. J. of Food. 16:650-657 DOI:
10.1080/19476337.2018.1454988

Manani, E, H. Elhleli, M. Ammar, R. Passas, E. Elaloui, and
Y. Moussaoui. 2018. Green process for fibrous networks ex-
traction from Opuntia (Cactaceae): Morphological design,
thermal and mechanical studies. Ind. Crops Prod. 126, 347—
356. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.10.033

Marin-Bustamante, M. Q., Chanona-Pérez, J. J., Gliemes-Vera,
N., Arzate-Vézquez, 1., Perea-Flores, M. J., Mendoza-Pérez,
J. A., Calderén-Dominguez, G. and Cdsarez-Santiago, R.
2018. Evaluation of physical, chemical, microstructural and
micromechanical properties of nopal spines (Opuntia ficus-
indica). Ind. Crops Prod. 123:707-718 DOI: https://doi.
org/10.1016/j.indcrop.2018.07.030

Osuna-Ceja, E., Figueroa-Sandoval, B., Martinez-Gamifio, M.
A., y Pimentel-Lépez, J. 2019. Un sistema agroforestal de se-
cano para el altiplano semidrido de México. Rev. Mex. Cien.
Agr. 22:89-103 DOI: 10.29312/remexca.v0i22.1861

Pérez-Fonseca, A. A., Robredo-Ortiz, J. R., Gonzdlez-Nufez,
R. and Rodrigue, D. 2017. Effect of thermal annealing on
the mechanical and thermal properties of polylactic acid-
cellulosic fiber biocomposites. App. Polym. Sci. 1 -9 DOI:
10.1002/APP.43750

Pinto, C. M. A. Mottin, A. C., and Ayres, E. 2016. Preparation
and characterization of Okra mucilage (Abeloschus esculentus)
edible films. Macromol. Symp. 367: 90-100 DOI: 10.1002/
masy.20160001990

Rodiles-Lépez, J. O., Arriaga-Martinez, L. P, Martinez-Flores,
H. E., Zamora-Vega, R., y Garcia-Martinez, R. M. 2019.
Desarrollo de una tortilla adicionada con harinas de aguacate
y nopal y su efecto en la reduccién de colesterol, triglicéridos
y glucosa en ratas. Biotecnia. 21: 71 — 77 DOI: https://doi.
org/10.18633/biotecnia.v21i2.909

Scaffaro, R., Maio, A., Gulino, E. E, and Megna, B. 2019.
Structure-property relationship of PLA-Opuntia ficus indi-
ca biocomposites. Composites Part-B. 167:199-2016. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.compositesb.2018.12.025

Stefanidis, S. D., K. G. Kalogiannis, E. E Iliopoulou, C. M. Mi-
chailof, P A. Pilavachi, and A. A. Lappas. 2014. A study of

RIVES-CASTILLO et al. 415



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2021

lignocellulosic biomass pyrolysis via the pyrolysis of cellulo- Opuntia dillenii grown in Nigeria. Food Sci. Tech. 5:106 —

se, hemicellulose and lignin. J. Anal. Appl. Pyrol. 105: 143- 112 DOI: 10.13189/f5t.2017.050502

150 DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jaap.2013.10.013 Yang, L., Lu, M., Carl, S., Mayer, J. A., Cushman, J. C,, Tian,
Uche, C. N., Benjamin, A., and Peter, A. 2017. Chemical com- E., and Lin, H. 2015. Biomass characterization of Agave and

position and physicochemical analysis matured stems of Opuntia as potential biofuel feedstocks. Biomass and bio-

energy 76:43-53 DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.biom-
bioe.2015.03.004

4 . ARTICULO CIENTIFICO
16 VOLUMEN 55, NUMERO 5 DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v55i5.2516



ArTicuLo cIENTiFICO. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v55i5.2518

GRANOS SECOS DE DESTILERIA CON SOLUBLES DE MAIZY
SUPLEMENTACION DE XILANASA EN POLLAS Y GALLINAS BOVANS WHITE

DISTILLERS DRIED GRAINS WITH SOLUBLES FROM MAIZE AND XYLANASE
SUPPLEMENTATION IN BOVANS WHITE PULLETS AND HENS

Jennifer Pérez-Martinez'’, Juan Manuel Cuca-Garcia', Carlos Miguel Becerril', Arturo Pro-Martinez', Omar Herndndez-Mendo',

Mariano Gonzélez-Alcorta?, Victor Valdés-Narvéez?, Silvia Carrillo-Dominguez*

'Ganaderfa. Campus Montecillo. Colegio de Postgraduados. Montecillo 56230 México. (jean-
bodin_@hotmail.com). *Zootecnia. Universidad Auténoma de Chapingo. Chapingo 56230
México. *Consultor independiente. “Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Sal-
vador Subirdn. Vasco de Quiroga 15, Belisario Dominguez, Seccién 16, Tlalpan 14080 Ciu-

dad de México.

RESUMEN

Durante la produccién de etanol a partir del maiz se generan
granos secos de destilerfa con solubles (GSDS, conocidos en in-
glés como DDGS) utilizados en la avicultura por su contenido
alto de nutrimientos. La hipétesis fue que los GSDS cubren los
requerimientos nutrimentales en pollas y gallinas y la xilanasa
mejorard las variables productivas. Por lo tanto, el objetivo del
estudio fue determinar la inclusién de GSDS vy xilanasa en ali-
mento para pollas y gallinas. En este estudio se usaron 400 pollas
de un dia a 70 semanas de edad, distribuidas en 10 tratamientos,
con cinco repeticiones, de ocho pollas cada una, y un arreglo
factorial 5 x 2 con cinco niveles de GSDS (0, 8, 16, 24 y 32%)
y dos de xilanasa (0 y 0.05%). Las variables fueron rendimiento
productivo, madurez sexual, calidad de huevo, costo de la polla
y de un kg de huevo. Los resultados indicaron que en pollas los
GSDS y la xilanasa no modificaron las variables productivas y de
madurez sexual (p>0.05); en postura a partir de 16% de GSDS
se empezo a afectar la produccién, mientras que la enzima tuvo
un efecto positivo (p=<0.05) en rendimiento productivo. Con
32% de GSDS, el costo de crianza y un kg de huevo aumenté
(p=0.05). En calidad de huevo los GSDS mejoraron las uni-
dades Haugh y el color de la yema (p=0.05), mientras que la
xilanasa las afecté (p=<0.05). En conclusidn, en pollas se pueden
incluir hasta 32% de GSDS con éxito en las variables productivas
y de madurez sexual, mientras que la xilanasa no es necesaria. En
gallinas los GSDS a partir de 16% causan efectos adversos en el
rendimiento y precio del huevo, en tanto que la xilanasa mejora

las variables productivas y disminuye el costo del huevo.
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ABSTRACT

During ethanol production from maize corn, distillers dried
grains with solubles (DDGS, at tables labelled in Spanish as
GSDS) are generated and used in poultry farming because of
their high nutrient content. The hypothesis was that DDGS
meet nutrient requirements in pullets and hens and xylanase
will improve productive variables. Therefore, the objective of the
study was to determine the inclusion of DDGS and xylanase in
pullet and hen feed. In this study, 400 pullets from one day to 70
weeks of age were used, distributed in 10 treatments, with five
replicates of eight pullets apiece, and a 5 x 2 factorial arrangement
with five levels of DDGS (0, 8, 8, 16, 24 and 32%) and two of
xylanase (0 and 0.05%). Variables were productive yield, sexual
maturity, egg quality, cost per pullet and per kg of egg. Results
indicated that in pullets, DDGS and xylanase did not modify
the productive and sexual maturity variables (p>0.05); in laying,
from 16% DDGS onwards, production began to be affected,
while the enzyme had a positive effect (p=<0.05) on yield. With
32% DDGS, the cost of rearing and one kg of egg increased
(p=0.05). In egg quality, DDGS improved Haugh units and
yolk color (p=0.05), while xylanase affected them (p=0.05).
In conclusion, in pullets up to 32% DDGS can be included
with success for productive and sexual maturity variables, while
xylanase is not necessary. In hens, DDGS above 16% cause
adverse effects on egg yield and price, while xylanase improves

productive variables and decreases egg cost.

Key words: protein, enzyme, egg quality, sexual maturity, cost.
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sexual, costo.
INTRODUCCION

os granos secos de destilerfa con solubles

(GSDS) se empezaron a utilizar en la produc-

cién pecuaria por su costo bajo, pero la de-
manda alta aumenté su precio. En la avicultura se
utilizan por su alto indice de proteina, aminodcidos,
energfa y fésforo, los cuales equivalen a tres veces el
contenido de los granos de los cuales proceden, asi
como xantofilas (40 mg L") (Liu, 2012). Sin embar-
go, en la avicultura el problema principal de utilizar
GSDS es la variabilidad del contenido de aminodci-
dos y el nivel de energfa, ademds pueden contener
micotoxinas y el contenido de fibra detergente neu-
tro es 33.2% (De Blas et al., 2019).

Los GSDS contienen polisacridos no amildceos
(PNA), los cuales son polimeros de monosacéridos
unidos a través de enlaces glucosidicos que inhiben la
digestién del almidén en las aves, aumentan la visco-
sidad intestinal y modifican la fisiologfa y salud intes-
tinal (Choct, 2015). Por eso se incorporaron enzimas
exégenas para PNA en la dieta de las aves, las cuales
mejoran la digestibilidad de los nutrimentos, porque
las aves no tienen suficientes enzimas para digerir la
fibra por completo (Alagawany ez al., 2018). Por lo
tanto, bajo la hipétesis de que los GSDS podrian
cubrir los requerimientos nutrimentales en pollas y
gallinas y la xilanasa podria mejorar las variables pro-
ductivas; el objetivo de este estudio fue determinar
en pollas y gallinas Bovans White, si la inclusién de
GSDS y xilanasa en la dieta influyen en el comporta-
miento productivo, madurez sexual, calidad de hue-
vo, precio de produccién de una polla y de un kg de
huevo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Colegio de Postgraduados campus
Montecillo, Texcoco, México. En este estudio se usaron 400 po-
llas Bovans White, de 1 d a 70 semanas de edad, y se dividié en
dos etapas, crianza y postura. Las aves se asignaron al azar a diez
tratamientos, con cinco repeticiones y ocho pollas en cada una.
Las pollas se alojaron en criadoras eléctricas de baterfa, hasta la
semana seis de edad; después se colocaron en jaulas de desarrollo,
en la semana 15 pasaron a jaulas para ponedoras, dos aves por
jaula de 30 x 45 cm, con comederos lineales y bebederos auto-

mdticos en una caseta convencional.
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INTRODUCTION

istillers dried grains with solubles (DDGS)

began to be used in livestock production

because of their low cost, but high demand
increased their price. In poultry farming, they are
used for their high protein, amino acids, energy and
phosphorus, which are equivalent to three times the
content of the grains from which they are derived,
as well as xanthophylls (40 mg L) (Liu, 2012).
However, in poultry farming the main problem of
using DDGS is the variability of amino acid content
and energy level, in addition they may contain
mycotoxins and the neutral detergent fiber content
is 33.2% (De Blas et al., 2019).

DDGS contain non-starch  polysaccharides
(PNA), which are polymers of monosaccharides
linked through glycosidic bonds that inhibit starch
digestion in birds, increase intestinal viscosity, and
modify intestinal physiology and health (Choct,
2015). Therefore, exogenous enzymes for PNA
were incorporated into the poultry diet, which
improve nutrient digestibility, because birds do not
have enough enzymes to digest fiber completely
(Alagawany er al., 2018). Therefore, on the
hypothesis that DDGS would meet the nutritional
requirements of pullets and hens and xylanase would
improve productive variables; the objective of this
study was to determine in Bovans White pullets and
hens, whether the inclusion of DDGS and xylanase
in feed would influence productive behavior, sexual
maturity, egg quality, production price of a pullet
and a kg of egg.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted at the Colegio de Postgraduados
campus Montecillo, Texcoco, Mexico. The study used 400
Bovans White pullets, from 1 day to 70 weeks old; the study
was divided into two stages, rearing and laying. The birds were
randomly assigned to ten treatments, with five replicates and
eight pullets per treatment. The pullets were housed in electric
battery brooders until six weeks of age; then they were placed in
development cages, and at week 15 they were moved to laying
cages, two birds per a 30 x 45 cm cage, with linear feeders and
automatic drinkers in a conventional booth.

In the rearing stage, the study was divided into three periods:
0to 6,7 to 12 and 13 to 18 weeks. The laying stage was divided
into eight periods of six weeks each, and a ninth period consisting

of four weeks so that the production was adjusted to 364 days.
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En la etapa de crianza el estudio se dividié en tres periodos:
de0a6,de7al2yde13al8semanas. La etapa de postura se
dividié en ocho periodos de seis semanas cada uno, y un noveno
periodo que consté de cuatro semanas para que la produccion se
ajustara a 364 d.

Las dietas fueron isoproteicas con base en sorgo y pasta de
soya para las etapas de iniciacion, crecimiento y desarrollo (Cua-
dro 1) y postura (Cuadro 2). Con ellas se cubrieron los reque-

rimientos para pollas y gallinas en postura (NRC, 1994; Cuca

The diets were iso-protein diets based on sorghum and
soybean paste for the stages: starter, growth, development (Table
1), and laying (Table 2). They covered the requirements for chicks,
pullets and laying hens (NRC, 1994; Cuca ez al., 2009). The
amounts of sorghum and soybean paste varied with the addition
of 0, 8, 16, 24 and 32% DDGS with two concentrations 0 and
0.05% of xylanase (40 000 IU g"). The control was the diet that
did not contain DDGS nor xylanase; water and feed were offered

ad libitum. The cost of the diets was obtained by multiplying the

Cuadro 1. Composicién de las dietas experimentales durante la fase de crianza (%).
Table 1. Composition of the experimental diets (%) during the rearing stage.

Ingrediente Iniciacién (1 d a 6 semanas)
GSDSf 0.00¢ 8.00° 16.00¢ 24.00¢ 32.00¢
Sorgo (10.3% PC) 69.09 64.61 60.14 55.68 51.21
Pasta de soya (48.5% PC) 25.69 21.78 17.85 13.86 9.89
Vitaminas y minerales® 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Alimento ($ kg!)" 5.46 5.49 5.52 5.59 5.65
Analisis calculado
EM (kcal ' kg) 3000 3000 3000 3000 3000
Proteina cruda 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
Calcio 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Fosforo disponible 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Lisina 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10
Metionina+Cistina 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
Triptéfano 0.22 0.21 0.19 0.19 0.19
Treonina 0.64 0.62 0.62 0.62 0.62
Nutrimento analizado (PC%)
0% xilanasa 21.58 21.60 21.19 21.19 21.5
0.05%gxilanasa” 21.43 21.9 21.4 21.8 21.4
Ingrediente Crecimiento (7 a 12 semanas)
Sorgo (10.3% PC) 72.59 69.23 65.86 62.52 59.20
Pasta de soya (48.5% PC) 21.21 17.03 12.84 8.64 4.40
Vitaminas y minerales§ 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Alimento ($ kg")* 4.96 4.96 4.97 4.99 5.03
Analisis calculado (%)
EM (kcal ' kg) 2900 2900 2900 2900 2900
Proteina cruda 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00
Calcio 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Fésforo disponible 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Lisina 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90
Metionina+Cistina 0.62 0.62 0.62 0.62 0.62
Triptéfano 0.19 0.18 0.17 0.16 0.16
Treonina 0.57 0.57 0.56 0.56 0.56
Nutrimento analizado (PC%)
0% xilanasa 19.97 18.78 18.29 18.05 18.80
0.05% xilanasa® 19.70 18.35 18.87 18.28 18.38
Continda...
ARTICULO CIENT{FICO . p
PEREZ-MARTINEZ et al. 419

DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v55i5.2518



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2021

Continda Cuadro 1.

Ingrediente Desarrollo (13-18 semanas)

Sorgo (9.5% PC) 73.85 70.49 67.14 63.79 60.44
Pasta de soya (48% PC) 18.23 14.04 9.84 5.64 1.44
Vitaminas y minerales 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Alimento ($ kg")* 4.84 4.84 4.85 4.87 4.89
Analisis calculado

EM (kcal ' kg) 2865 2865 2865 2865 2865
Proteina cruda 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00
Calcio 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Fésforo disponible 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Lisina 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70
Metionina+Cistina 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65
Tript6fano 0.17 0.16 0.16 0.16 0.16
Treonina 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Nutrimento analizado (PC%)

0% xilanasa 17.58 17.25 17.89 17.13 17.81
0.05% xilanasa® 17.83 17.96 17.44 17.68 17.99

'GSDS= granos secos de destilerfa con solubles, iniciacién y crecimiento (28.6% PC) y
desarrollo (28% PC). *Las dietas con los cinco niveles de GSDS eran sin y con enzima. *Aporta
por kilogramo de alimento: vitamina A, 9000 Ul; vitamina D,, 2500 UL vitamina E, 20 Ul;
1 0.015 mg; 4cido pantoténico, 10
mg; 4cido nicético, 60 mg; niacina, 40 mg; dcido félico, 0.5 mg; colina (cloruro de colina),
300 mg; D-biotina, 0.055 mg; tiamina, 2.0 mg; hierro, 65.0 mg; zinc, 100 mg; manganeso,
100 mg; cobre, 9.0 mg; selenio, 0.3 mg; yodo, 0.9 mg. "ENDARFP= Financiera Nacional de
Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero; Precio mercado en México 20 diciembre
2019, MXN $ por USD = 18.70. “Xilanasa (EC 3.2.1.8), 40 000 Ul g, proveedor DUPON'T-
DANISCO ANIMAL NUTRITION, Meéxico; EM, energia metabolizable; PC, proteina
cruda. ¢ Y(DDGS) GSDS = distillers dried grains with solubles, starters and growth (28.6%
PC) and development (28% PC). Xilanasa = xylanase. ¥The diets with the five levels of DDGS
were without and with the enzyme. SContributes per kilogram of food: vitamin A, 9000 IU;
vitamin D3, 2500 IU; vitamin E, 20 IU; vitamin K, 3.0 mg; vitamin B,, 8.0 mg; vitamin
B, 0.015 mg; pantothenic acid, 10 mg; nicotinic acid, 60 mg; niacin, 40 mg; folic acid, 0.
5 mg; choline (choline chloride), 300 mg; D-biotin, 0.055 mg; thiamine, 2.0 mg; iron, 65.0
mg; zinc, 100 mg; manganese, 100 mg; copper, 9.0 mg; selenium, 0.3 mg; iodine, 0.9 mg.
PFNDARFP= Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero;
Market price in Mexico December 20, 2019, MXN $ per USD = 18.70. “Xylanase (EC
3.2.1.8), 40 000 UI g', DUPONT-DANISCO ANIMAL NUTRITION supplier, Mexico;
EM, metabolizable energy; PC, crude protein.

vitamina K, 3.0 mg; vitamina Bz, 8.0 mg; vitamina B

et al., 2009). Las cantidades de sorgo y pasta de soya variaron
al adicionar los niveles de GSDS en 0, 8, 16, 24 y 32% con
dos concentraciones 0 y 0.05% de xilanasa (40 000 UI g). El
tratamiento control fue la dieta que no contenfa GSDS ni xila-
nasa; el agua y alimento se ofrecieron ad libitum. El costo de las
dietas se obtuvo al multiplicar la cantidad de ingredientes por su
precio. La iluminacién artificial comenzé en la semana 18 con
12 h d"' deluz; a partir de la semana siguiente (19) se permitié

un incremento semanal de 30 min de luz por dia hasta alcanzar

16 Y2 h d'de luz.
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amount of ingredients by their price. Artificial lighting started
in week 18, with 12 h d"! light; beginning in week 19, a weekly
increase of 30 min of light per day was allowed until reaching
16 %2 h d” of light.

During the experiment, two batches of DDGS from the
same supplier were used and each batch was randomly sampled
to determine protein and amino acid content using the NIRS

calibration equation (Table 3).
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Cuadro 2. Composicién de las dietas experimentales durante la etapa de postura (18-70
semanas de edad) de gallinas Bovans White (%).
Table 2. Composition of experimental diets (%) during the laying stage (age 18-70 weeks)

of Bovans White hens.
Ingrediente
GSDS (28% PC)* 0.00¢ 8.009 16.00¢ 24.00¢ 32.00¢
Sorgo (8% PC) 63.72 59.62 55.54 51.45 47.37
Pasta de soya (47% PC) 23.71 19.46 15.16 10.86 6.56
Aceite crudo de soya 0.83 1.11 1.41 1.70 1.99
DL-metionina (99%)$ 0.35 0.34 0.32 0.31 0.30
L-lisina (54.6%)° 0.01 0.10 0.19 0.28 0.38
L-treonina (98.5%)° 0.06 0.07 0.09 0.11 0.13
L-triptéfano (99%)8 0.00 0.00 0.01 0.02 0.04
CSLCO3 (38%)" 10.06 10.14 10.22 10.29 10.37
Fosfato dicalcico (18/21)" 0.46 0.36 0.26 0.16 0.06
Vitaminas y minerales'’ 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Pigmento 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Sal 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
Alimento ($ kg) % 5.17 5.18 5.21 5.25 5.29
Anilisis calculado (%)
EM (keal ! kg) 2751 2751 2751 2751 2751
Proteina cruda 16.50 16.50 16.50 16.50 16.50
Fibra cruda 2.43 3.07 3.85 4.62 5.34
Calcio 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
Fésforo disponible 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Lisina 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77
Metionina+Cistina 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78
Triptéfano 0.20 0.18 0.18 0.18 0.18
Treonina 0.61 0.60 0.60 0.60 0.61

Nutrimento analizado (PC%)

Lote 1 Xilanasa 0% 17.79 17.74 17.99 16.93 16.79
Lote 1 Xilanasa 0.05%% 16.89 17.51 17.70 17.63 17.68
Lote 2 Xilanasa 0% 17.84 17.55 17.14 17.44 17.06
Lote 2 Xilanasa 0.05%% 18.10 17.97 16.85 17.43 17.44

'GSDS= granos secos de destilerfa con solubles. ‘Las dietas con los cinco niveles de GSDS eran
sin y con enzima. SPorcentaje de pureza; "38%= calcio; “18%= fésforo y 21%= calcio. "Aporta
por kilogramo de alimento: vitamina A, 9000 UL vitamina D3, 2500 UI; vitamina E, 20 UI;
vitamina K, 3.0 mg; vitamina Bz, 8.0 mg; vitamina Blz, 0.015 mg; 4cido pantoténico, 10 mg;
4cido nicdtico, 60 mg; niacina, 40 mg; dcido félico, 0.5 mg; colina (cloruro de colina), 300 mg;
D-biotina, 0.055 mg; tiamina, 2.0 mg; hierro, 65.0 mg; zinc, 100 mg; manganeso, 100 mg;
cobre, 9.0 mg; selenio, 0.3 mg; yodo, 0.9 mg. *FNDARFP= Financiera Nacional de Desarrollo
Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero; Precio mercado en México 20 diciembre 2019, MXN
$ por USD = 18.70. %Xilanasa (EC 3.2.1.8), 40000 UI g, proveedor DUPONT-DANISCO
ANIMAL NUTRITION, México; EM, energia metabolizable; PC, proteina cruda. ¢ F(DDGS)
GSDS =distillers dried grains with solubles. Xilanasa = xylanase. *The diets with the five levels of
DDGS were without and with enzyme. SPurity percentage; "38%-= calcium; °18%-= phosphorus
and 21%= calcium. ""Contributes per kilogram of food: vitamin A, 9000 IU; vitamin D3, 2500
IU; vitamin E, 20 [U; vitamin K, 3.0 mg; vitamin B,, 8.0 mg; vitamin B ,, 0.015 mg; pantothenic
acid, 10 mg; nicotinic acid, 60 mg; niacin, 40 mg; folic acid, 0. 5 mg; choline (choline chloride),
300 mg; D-biotin, 0.055 mg; thiamine, 2.0 mg; iron, 65.0 mg; zinc, 100 mg; manganese, 100
mg; copper, 9.0 mg; selenium, 0.3 mg; iodine, 0.9 mg. *FNDARFP= Financiera Nacional de
Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal y Pesquero; Market price in Mexico December 20,
2019, MXN $ per USD = 18.70. Xylanase (EC 3.2.1.8), 40000 UI ¢!, DUPONT-DANISCO
ANIMAL NUTRITION supplier, Mexico; EM, metabolizable energy; PC, crude protein.
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Durante el experimento se utilizaron dos lotes de GSDS del
mismo proveedor y se hizo un muestreo al azar de cada lote para
determinar contenido de proteina y aminodcidos por medio de
la ecuacién de calibracién NIRS (Cuadro 3).

Variables productivas

Durante la crianza las variables de respuesta fueron: alimento
consumido por ave (AC, g d') semanal, peso vivo (PV, g) cator-
cenal y ganancia de peso (GP, g) catorcenal, conversion alimen-
ticia (CA, kg alimento por GP). En la etapa de postura se midi6
cada semana desde la semana 21 a 73: alimento consumido por
gallina (AC, g d), conversién alimenticia (CA, kg de alimento
por kg de huevo), porcentaje de postura (PP), masa de huevo
de gallina (MH, g d), peso del huevo (PH, g d). Por dltimo,
se cuantific el total de kg de huevo producido por ave (KHP,
durante 364 d).

Variables de madurez sexual

De la semana 18 a 21 se evalué madurez sexual con las si-
guientes variables: peso vivo de las aves (PV, g), edad al primer
huevo (EPH, d), peso del primer huevo (PPH, g), edad del ave
a 50% de postura (EAP, d) y peso del huevo al 50% de postura
(PHP, g).

Variables de calidad de huevo

Para medir la calidad del huevo se tomaron cinco huevos por
repeticion de cada tratamiento en la semana 23, 47 y 72 del expe-
rimento, y se midié: la altura de albimina (AA), unidades Haugh
(UH) con un equipo Egg Multi Tester (QCM System, Technical
Services y Supplies, Dunnington, Reino Unido), pigmentacién
de la yema (CY) con un aparato automdtico SSQ° que mide la
coloracién de la yema con base al abanico de DSM para yema y
grosor de cascarén (GC), y para medir esta variable se utilizé un

tornillo micrométrico.
Costo de una pollay costo de un kg de huevo
El costo de la polla (CP) se determiné al multiplicar el con-
sumo de alimento por el costo de las dietas, mientras que el costo
de un kg de huevo producido (CKHP) se calculé con la con-
versién alimenticia y el precio unitario de las dietas. En ambas
variables el costo se expresé solo por concepto de alimentacion.

Andlisis estadistico

Para las variables de madurez sexual, costo de polla y KHP

el diseno experimental fue completamente al azar con un arreglo
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Cuadro 3. Andlisis de aminoacidos de los GSDS.
Table 3. Amino acid analysis of GSDS (DDGS).

Materia seca (%) 89.53 90.37

Aminodcidos Lote 1 (%) Lote 2 (%)

Metionina 0.553 0.577
Cistina 0.552 0.566
Metionina+Cistina 1.105 1.143
Lisina 0.840 0.807
Treonina 1.063 1.053
Triptéfano 0.231 0.225
Arginina 1.245 1.282
Isoleucina 1.033 1.059
Leucina 3.314 3.368
Valina 1.365 1.396
Histidina 0.739 0.749
Fenilalanina 1.398 1.420

Productive variables

During rearing the response variables were feed consumed per
hen (AC, g d) weekly, fortnightly (every two weeks) live weight
(PV, g) and fortnightly weight gain (GP, g), feed conversion
(CA, kg feed per GP). In the laying stage, the following were
measured each week from week 21 to 73: feed consumed per
hen (AC, g d?), feed conversion (CA, kg feed per kg egg), laying
percentage (PP), hen egg mass (MH, g d), egg weight (PH, g
d™). Finally, the total kg of egg produced per bird (KHP, for 364 d)

was quantified.
Sexual maturity variables

From week 18 to 21, sexual maturity was evaluated with the
following variables: live weight of the birds (PV, g), age at first
egg (EPH, d), weight of the first egg (PPH, g), age of the bird at
50% of laying (EAP, d) and weight of the egg at 50% of laying
(PHP, g).

Egg quality variables

To measure egg quality, five eggs per replicate were taken
from each treatment at 23, 47 and 72 weeks of the experiment
and the following was measured: albumen height (AA), Haugh
units (UH) with an Egg Multi Tester (QCM System, Technical
Services and Supplies, Dunnington, UK), yolk pigmentation
(CY) with an automatic SSQ° device that measures yolk
coloration based on the DSM yolk fan and eggshell thickness

(GC), and a micrometer screw was used to measure this variable.
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factorial 5 x 2 y los datos se analizaron con el PROC GLM del
SAS (SAS Institute, Inc., 2011).

Para las variables desempefio productivo de la crianza y la
postura, el CKHP y calidad de huevo el disefio experimental fue
completamente al azar con un arreglo factorial 5 x 2. El anilisis
de varianza se realizé con el procedimiento MIXED de SAS. Las
diferencias (p=<0.05) entre medias de tratamientos se compara-

ron con la prueba de Tukey (SAS Institute, Inc., 2011).
RESULTADOS Y DISCUSION
Variables de madurez sexual

La adicién de los GSDS no causé diferencias en
los resultados de madurez sexual para PV (p>0.05)
entre tratamientos (Cuadro 4). El manual de la linea
Bovans White (Hendrix Genetics, 2015) recomen-
daba un PV minimo de 1229 kg y miximo de 1292 kg
a las 18 semanas. Las aves de nuestro estudio estu-
vieron dentro de dicho intervalo, lo cual indica que
las concentraciones de GSDS cubrieron los requeri-
mientos nutrimentales de las pollas. Para alcanzar la
madurez sexual se requieren los nutrimentos adecua-
dos para un buen desarrollo corporal, el emplumado
y formacién del aparato reproductivo, y evitar una
reduccidn en su crecimiento (Braz et al., 2011).

Cost per one pullet and cost per one kg of egg

The cost of the pullet (CP) was determined by multiplying
feed consumption by the cost of the diets, while the cost of one
kg of egg produced (CKHP) was calculated with feed conversion
and the unit price of the diets. In both variables the cost was

expressed for feed only.
Statistical analysis

For the variables of sexual maturity, pullet cost and KHP,
the experimental design was completely randomized with a 5 x
2 factorial arrangement and the data were analyzed with PROC
GLM of SAS (SAS Institute, Inc., 2011).

For the variables of productive performance at rearing and
laying, CKHP and egg quality, the experimental design was
completely randomized with a 5 x 2 factorial arrangement.
Differences (p=<0.05) among treatment means were compared
with Tukey test (SAS Institute, Inc., 2011).

RESULTS AND DISCUSSION
Sexual maturity variables

The addition of DDGS caused no differences
in sexual maturity results for PV (p>0.05) among

Cuadro 4. Influencia de los niveles de GSDS y xilanasa en la madurez sexual de gallinas

Bovans White en etapas de postura.

Table 4. Influence of GSDS (DDGS) and xylanase levels on sexual maturity of Bovans

White laying hens.
o PV EPH PPH EAP PHP
GSDS (%) ® % ® ) ®
0 1297 144 38.4 155 44.9
1272 144 40.0 153 44.7
16 1268 147 39.5 154 449
24 1281 143 38.2 152 442
32 1268 142 38.4 152 45.3
EEM 2.51 0.56 0.16 0.40 0.11
Xilanasa (%)
0 1286.8 145.1 38.9 154 44.8
0.05 1267.3 143.5 38.8 153 44.8
EEM 2.75 0.22 0.05 0.04 0.02

PV, peso vivo; EPH, edad al primer huevo; PPH, peso del primer huevo; EAP, edad del ave
al 50% de postura; PHP, peso del huevo al 50% de postura; GSDS, granos secos de destileria
con solubles. EEM, error estdndar de la media. ¢PV, live weight; EPH, age at first egg; PPH,
first egg weight; EAP, age of bird at 50% of laying; PHP, egg weight at 50% of laying; GSDS,

distillers dried grains with solubles; xilanasa = xylanase; EEM, standard error of the mean.
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La inclusién de los GSDS no modificé la EPH
y PPH (p>0.05) con un promedio de 144 d y 40
g respectivamente. Estos resultados no coincidieron
con el manual ISA (Hendrix Genetics, 2015) el cual
mencionaba que las aves rompen postura en la se-
mana 19 con un PPH de 43.7 g. En EAP no hubo
diferencias (p>0.05), con una media de 152 a 155 d,
lo cual coincidié con lo reportado en el manual de la
linea, pero el PHP (45.3 g) fue 4.2 g menor respecto
a la gufa Bovans White. Estas diferencias en EPH,
PPH y PHP se atribuyeron a los contrastes de ingesta
de PC y EM en las dietas de cada investigacién (Li
et al., 2013).

La inclusién exdgena de xilanasa no cambié
(p>0.05) las variables de madurez sexual. Durante la
crianza la actividad enzimdtica se debe a los ingre-
dientes de la dieta, asi como su contenido de PNA
(Slominski, 2011), lo cual sugiere que durante esta
etapa la adicién de xilanasa en dietas con sorgo, pasta
de soya y GSDS, no resulté un beneficio para esas
variables.

Variables productivas

La adicién de los GSDS no causé diferencias en
AC (p>0.05) durante la crianza (Cuadro 5) y la pos-
tura (Cuadro 6) lo cual se atribuyé a que las dietas
eran isoenergéticas, y las aves ajustaron su consumo
de alimento al nivel de energia que requerian (Les-
son y Summers, 2005). La enzima no influy6 en el
AC (p>0.05) durante la crianza, pero en la postura
tuvo un efecto positivo al disminuir el AC en 0.75%
(p=<0.05), porque las enzimas liberan energfa adi-
cional bloqueada por arabinoxilanos (AX) (Abd El-
Hack et al., 2019).

Durante la postura en AC hubo diferencias
(p=<0.05) como resultado de la interaccién GSDS x
xilanasa. El valor mds alto de ingesta diaria fue con la
combinacién de 0, 8 y 32% de GSDS y 0% enzima,
mientras que el consumo menor se encontrd con 0,
16, 24y 32% de GSDS y 0.05% de enzima. Enton-
ces, durante la postura la xilanasa ayudé a disminuir
el AC en dietas con base en sorgo-pasta de soya y
sorgo-pasta de soya-GSDS.

Los niveles de GSDS no causaron diferencias
(p>0.05) en PV durante la crianza (Cuadro 5), debi-
do a la influencia de la concentracién energética de
las dietas (Cuadro 1y 2) (Lesson y Summers, 2005).
La enzima tampoco influyé (p>0.05) en el PV porque
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treatments (Table 4). The Bovans White line manual
(Hendrix Genetics, 2015) recommended a minimum
PV of 1229 kg and a maximum of 1292 kg at 18
weeks. The birds in our study were within this range,
which indicates that the DDGS concentrations
covered the nutritional requirements of the pullets.
In order to reach sexual maturity, adequate nutrients
are required for good body development, feathering
and formation of the reproductive apparatus, and to
avoid a reduction in growth (Braz ez al., 2011).

The addition of DDGS did not modify EPH
and PPH (p>0.05) with an average of 144 d and 40
g respectively. These results did not match the ISA
manual (Hendrix Genetics, 2015), which indicated
that birds break laying at week 19 with a PPH of
43.7 g. In EAP, there were no differences (p>0.05),
with a mean of 152 to 155 d, which matched what
was reported in the line manual, but the PHP (45.3
g) was 4.2 g lower with respect to the Bovans White
guide. These differences in EPH, PPH and PHP were
attributed to the contrasting CP and ME intakes in
the diets of each research (Li ez /., 2013).

The exogenous inclusion of xylanase did not
change (p>0.05) sexual maturity variables. During
rearing, the enzyme activity is due to the diet
ingredients, as well as its PNA content (Slominski,
2011), suggesting that during this stage the addition
of xylanase in diets with sorghum, soybean paste and
DDGS, was not a benefit for those variables.

Productive variables

The addition of DDGS did not cause difference
in AC (p>0.05) during rearing (Table 5) nor laying
(Table 6), which was attributed to the fact that the
diets were isoenergetic, and the birds adjusted their
feed intake to the energy level they required (Lesson
and Summers, 2005). The enzyme did not influence
AC (p>0.05) during rearing, but in laying it had a
positive effect by decreasing AC by 0.75% (p=<0.05),
because enzymes release additional energy blocked
by (AX) arabinoxylans (Abd El-Hack ez a/., 2019).

During laying, there were differences (p=<0.05)
in AC as a result of the (DDGS) GSDS x xylanase
interaction. The highest value of daily intake was with
the combination of 0, 8, and 32% DDGS and 0%
enzyme, while the lowest intake was found with 0,
16, 24, and 32% DDGS and 0.05% enzyme. Thus,
during laying, xylanase helped to decrease AC in
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Cuadro 5. Medias de minimos cuadrados del andlisis de varianza en pollas Bovans White, durante 18
semanas de experimentacién (%).

Table 5. Least square means of the analysis of variance in Bovans White pullets, during 18 weeks with
experimental diets.

Tratamientos AC (g) PV (g) GP (g) CA CPP
GSDS %
0 337.3 758.4 121.7 3.25 30.24b
8 342.6 748.1 116.1 3.38 30.23b
16 343.6 751.3 116.2 3.49 30.84ab
24 340.3 751.1 119.3 3.23 31.03ab
32 337.7 741.4 116.6 3.73 31.48a
EEM 3.40 4.04 1.58 0.21 0.13
Xilanasa %
0 340.9 747.9 117.2 3.50 32.34
0.05 342.4 752.2 118.8 3.33 32.51
EEM 1.39 2.20 1.0 0.13 091
Interacciones
GSDS x xilanasa NS p=<0.058 NS NS NS

Medias con letra distinta entre columna son diferentes (p=<0.05). AC, alimento consumido; PV, peso vivo; GB,

ganancia de peso; CA, conversion alimenticia; CPD, costo de produccién por polla; EEM, error estdndar de la
media; GSDS, granos secos de destilerfa con solubles; NS, no significativo (p>0.05). ¢ Means with different
letter among rows are different (p=<0.05). AC, feed consumed; PV, live weight; GB, weight gain; CA, feed
conversion; CPD, cost of production per pullet; EEM, standard error of the mean; GSDS, distillers dried grains
with solubles; xilanasa = xylanase; NS, not significant (p>0.05).

Cuadro 6. Efecto de los niveles (%) de granos secos de destileria con solubles y xilanasa en el comportamiento productivo
de gallinas Bovans White en 22 a 73 semanas con dietas experimentales.

Table 6. Effect of levels (%) of distillers dried grains with solubles and xylanase on productive behavior of Bovans White
hens during 22 to 73 weeks with experimental diets.

GSDS (%) e ‘s_lcg_l PP (%) PH()  CA(® MH()  KHP(kg  CKHPS$
0 106.8 92.2a 59.9abc 1.9b 55.3a 20.145a 10.00d
8 107.1 91.3ab 60.3a 1.9b 55.1ab 20.031a 10.14c
16 106.3 90.6bc 60.20ab 1.9b 54.4bc 19.815a 10.23c¢
24 105.7 90.2bcd 59.2cd 1.9b 53.4d 19.472ab 10.44b
32 106.6 87.5¢ 58.8d 2.1a 51.1e 18.736b 11.04a
EEM 0.36 0.58 0.31 0.02 0.33 0.64 0.03
Xilanasa (%)
0 106.9a 89.7b 59.8a 2.0a 53.6a 20.160a 10.47a
0.05 106.1b 91.0a 59.5a 1.9b 54.3b 19.861a 10.27b
EEM 0.23 0.36 0.19 0.01 0.20 0.40 0.08
Interaccién
GSDS x xilanasa p=0.05 p=0.05 NS NS NS NS NS

Medias con letra distinta entre columna son diferentes (p<0.05). GSDS, granos secos de destilerfa con solubles; AC, alimento

consumido; PP, porcentaje de postura; PH, peso de huevo; CA', Conversion alimenticia, (g alimento g' huevo); MH, masa de
huevo; KHP, kg de huevo producido; CKHP, costo de un kg de huevo producido. EEM, error estdndar de la media; NS, no
significativo (p>0.05). % Means with different letters among rows are different (p=<0.05). GSDS, distillers dried grains with

solubles; xilanasa = xylanase; AC, feed consumed; PP, percentage of laying; PH, egg weight; CA, Feed conversion, (g feed g

egg); MH, egg mass; KHP, kg egg produced; CKHP, cost of one kg of egg produced. EEM, standard error of the mean; NS, not

significant (p>0.05).
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durante la crianza la eficiencia de la enzima depende
del contenido de PNA de los ingredientes sobre los
que ésta actuard (Slominski, 2011).

Durante la crianza los niveles de GSDS no cam-
biaron (p>0.05) la GP (Cuadro 5), lo cual se atribuyé
a la calidad de la proteina de los GSDS (contenido y
estabilidad de aminodcidos) (Cuadro 3). Esto se logra
con las nuevas y mejores técnicas de extraccion de
etanol en las instalaciones modernas, que se relacio-
nan con un secado mds suave al no utilizar tempera-
turas elevadas causantes de la unién del grupo amino
al aldehido. Eso resultaba en la formacién un com-
puesto complejo el cual hacia indigerible la proteina
para el ave (Swiatkiewicz et al., 2013). La xilanasa
tampoco modificé la GP porque el PV no varié, de
acuerdo con Oliveira ez al. (2019) quienes no encon-
traron que la enzima modificara estas variables en po-
llas de 7 a 17 semanas.

En PV se encontré diferencia (p=<0.05) en la inte-
raccién GSDS x xilanasa y el valor mds bajo se detec-
t6 al utilizar 8 y 32% de GSDS sin enzima. Respecto
al primer nivel Abd El-Hack (2015; 2019) mostré
que al afadir menos del 10% de GSDS con enzimas
esta variable no cambié. En cuanto al nivel de 32%
sin enzima, el bajo PV se atribuyé al contenido de
fibra alto de las dietas (Cuadro 1). En conclusién,
la adicién de este nivel de la enzima ya no mejoré la
digestibilidad de los nutrimentos.

En PP las gallinas alimentadas con 0 y 8% de
GSDS tuvieron el mejor PP y al aumentar su nivel
en la dieta (16, 24 y 32%), la produccién de hue-
vo tuvo decrementos respectivos de 1.7, 2.1 y 5.0%
(p=<0.05) en comparacién con el control (Cuadro 6).
Esto se atribuye a que el aumento del nivel de GSDS
increment la fibra en las dietas (Cuadro 2) y con ello
los PNS, lo cual aument$ la viscosidad de la digesta
y disminuyé la absorcién de nutrimentos (Abd El-
Hack ez al., 2017). Lo anterior coincide con Deniz et
al. (2013), quienes encontraron que el PP disminuyé
con 15.5 y 20% de GSDS porque en ambos experi-
mentos el contenido de fibra aumentd (Cuadro 2)
al adicionar los GSDS. La inclusién de xilanasa en
las dietas mejoré el PP en 1.4% (p=<0.05) porque la
funcién de la enzima es romper la pared celular de
los arabinoxilanos e hidrolizarlos en arabinosa y xilo-
sa, lo cual significa disponibilidad de energia (Khus-
heeba y Magsood, 2013). Esto no coincide con Abd
El-Hack ez al. (2017) quienes no encontraron dife-
rencias en PP al adicionar enzimas, debido a que ellos
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diets based on sorghum-soybean paste and sorghum-
soybean paste with DDGS.

DDGS levels did not cause differences (p>0.05)
in PV during rearing (Table 5), due to the influence
of the energy concentration of the diets (Table 1
and 2) (Lesson and Summers, 2005). The enzyme
neither influenced (p>0.05) on PV because during
rearing the efficiency of the enzyme depends on the
PNA content of the ingredients on which it will act
(Slominski, 2011).

During rearing, DDGS levels did not change
(p>0.05) GP (Table 5), which was attributed to the
protein quality of the DDGS (amino acid content
and stability) (Table 3). This is achieved by new and
improved ethanol extraction techniques in modern
facilities, which are related to lighter drying with not
so high temperatures that would cause binding of the
amino group to the aldehyde. That resulted in the
composition of a complex compound making the
protein indigestible to the bird (Swiatkiewicz et al.,
2013). Xylanase also did not modify GP because PV
did not vary, according to Oliveira ez a/. (2019) who
did not find that the enzyme modified these variables
in 7- to 17-week-old pullets.

In PV, difference (p=<0.05) was found in the
(DDGS) GSDS x xylanase interaction and the lowest
value was detected when using 8 and 32% DDGS
without enzyme. Regarding the first level Abd El-
Hack (2015; 2019) showed that when adding less
than 10% DDGS with enzymes this variable did not
change. In regard to the 32% level without enzyme,
the low PV was attributed to the high fiber content
of the diets (Table 1). It could be concluded that the
addition of this level of enzyme no longer improved
nutrient digestibility.

In PP, the hens fed with 0 and 8% DDGS had the
best PP and as their level in the diet increased (16, 24
and 32%), egg production decreased 1.7, 2.1, and
5.0% respectively (p=<0.05) compared to the control
(Table 6). This is attributed to the fact that increasing
the level of DDGS increased fiber in the diets (Table
2) and PNS, which increased digesta viscosity and
decreased nutrient absorption (Abd El-Hack ez 4/,
2017). The aforementioned agrees with Deniz ez
al. (2013), who found that PP decreased with 15.5
and 20% DDGS because in both experiments, fiber
content increased (Table 2) upon addition of DDGS.
The inclusion of xylanase in the diets improved
PP by 1.4% (p=<0.05) because the function of the
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utilizaron otra enzima y concentraciones diferentes a
las de nuestra investigacién.

En PP la interaccién GSDS x xilanasa fue signifi-
cativa (p=<0.05) y la combinacién de 0, 8, 16 y 24%
con xilanasa mejord esta variable, mientras que dis-
minuy6 con 8, 16, 24 y 32% sin enzima. Por lo tan-
to, se puede concluir que la xilanasa hidrolizé enlaces
de hidratos de carbono hasta 24% de GSDS para au-
mentar la disponibilidad y mejorar la produccién de
huevo (Khusheeba y Magsood, 2013).

Los niveles de GSDS 0, 8, 16 y 24% no afectaron
el PH, pero al incluir 32% de GSDS el PH disminu-
y6 1.1 g (p=0.05) (Cuadro 6). Esto no coincide con
Abd El-Hack ez al. (2019), quienes al anadir 6, 12y
18% de GSDS encontraron que el PH disminuyé
respecto al control. Esto sucedié porque al agregar los
GSDS aumenté el ACy con ello el contenido de FC
(Cuadro 2), lo cual incrementé la perdida endégena
de nitrégeno y se redujo la digestibilidad aparente de
las proteinas, un factor importante para PH. En cam-
bio, nuestros resultados no mostraron diferencias de
AC entre tratamientos. La suplementacién enzimdti-
ca no influyé en el PH (p>0.05) lo cual coincide con
Ghazalah ez 4/ (2011) quienes adicionaron enzimas
en dietas con 7, 15y 23% y el PH no mejoré porque
no aumentd el coeficiente de digestibilidad de PC.
Asi, en nuestra investigacion, la xilanasa utilizada no
influyé en la digestibilidad de PC.

Los niveles de GSDS no modificaron la CA
(p>0.05) durante la crianza (Cuadro 5) porque no
hubo diferencias en AC y GP. Pero en la postura 32%
de GSDS tuvo un efecto negativo en CA al aumentar
5% (p=<0.05) (Cuadro 6) respecto al control. Esta
variable se obtiene al dividir el AC y el PH, y la va-
riable CA se afecté al disminuir el PH en 2.5% y con
32% de GSDS. Deniz ez al. (2013) encontraron que
miés de 20% de GSDS redujo el PH y AC, lo cual
empeord la CA. La xilanasa modificé positivamente
la CA al disminuirla en 5% (p=<0.05) y esto se atri-
buye a que la enzima disminuyé el AC (p=<0.05).
Abd El Hack er al. (2015) incluyeron 0, 25, 50 y
75% de GSDS y 0 y 250 mg kg'de un céctel de
enzimas Gallazyme® (8-glucanasa, xilanasa, celulasa,
proteasa y amilasa) y encontraron que la CA no se
modificé.

A partir de 16% de GSDS la MH se redujo
(p=0.05) respecto al control (Cuadro 6), lo cual co-
incide con Abd El-Hack ez a/. (2019) quienes encon-
traron que 18% de GSDS tuvo un efecto negativo
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enzyme is to break the cell wall of arabinoxylans
hydrolyzing them into arabinose and xylose, which
means energy availability (Khusheeba and Magsood,
2013). This does not agree with Abd El-Hack ez al.
(2017) who did not found difference in PP when
adding enzymes, because they used another enzyme
and different concentrations to those in our research.

In PP the (DDGS) GSDS x xylanase interaction
was significant (p=<0.05) and the combination of 0,
8, 16 and 24% with xylanase improved this variable,
while it decreased with 8, 16, 24, and 32% without
enzyme. Therefore, it can be concluded that xylanase
hydrolyzed carbohydrate-bonds up to 24% DDGS
to increase availability and improve egg production
(Khusheeba and Magsood, 2013).

DDGS levels 0, 8, 16, and 24% did not affect
PH, but by including 32% DDGS PH decreased
1.1 g (p=0.05) (Table 6). This did not concur with
Abd El-Hack er al. (2019), who found that PH
decreased compared to the control when adding 6,
12, and 18% DDGS. This happened because adding
DDGS increased the AC and with it the FC content
(Table 2), which also increased endogenous nitrogen
loss, and reduced apparent protein digestibility, an
important factor for PH. In contrast, our results
showed no difference in AC among treatments.
Enzyme supplementation did not influence PH
(p>0.05) which agrees with Ghazalah er al. (2011)
who added enzymes in diets with 7, 15, and 23% and
PH did not improve because the coefficient of PC
digestibility did not increase. Thus, in our research,
the xylanase used did not influence PC digestibility.

DDGS levels did not modify CA (p>0.05) during
rearing (Table 5) because there was no difference
in AC and GP. But at laying, 32% DDGS had a
negative effect on CA by increasing 5% (p=0.05)
(Table 6) compared to the control. This variable is
obtained by dividing AC and PH, and the variable
CA was affected by decreasing PH by 2.5% and with
32% DDGS. Deniz et al. (2013) found that more
than 20% DDGS reduced PH and AC, which made
CA even worse. Xylanase positively modified CA by
decreasing it by 5% (p=<0.05) and this was explained
because the enzyme decreased AC (p=<0.05). Abd
El Hack ez 2/ (2015) included 0, 25, 50, and 75%
DDGS and 0 and 250 mg kg' of a Gallazyme™
enzyme cocktail (B-glucanase, xylanase, cellulase,
protease and amylase) and found that CA was not

modified.
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en MH, y en ambas investigaciones disminuyé el PP
y PH, variables con las cuales se obtiene MH. Pero
al agregar xilanasa la MH mejoré (p=<0.05) (Cuadro
6), ya que la enzima ayudé a mejorar PP, pero no PH;
esto indica que la energia liberada por la enzima de
los PNA fue suficiente para favorecer la MH (Leeson
y Summers, 2005).

El KHP se redujo con 32% de GSDS (p=<0.05)
(Cuadro 6) respecto al control, con una diferencia
de 1409 kg por ave alojada, lo cual sugiere que la
inclusién de GSDS no cubrié los requerimientos nu-
tricionales que las aves necesitaban, para mantener
el PP, PH, MH y AC. La adicién de la xilanasa a la
dieta de las gallinas no modificé el KHP (p>0.05);
esto se esperaba, porque de manera similar la enzima
no aumenté el PH (Cuadro 6).

Costo de polla y costo de un kg de huevo

La adicién de los GSDS aument el costo de pro-
duccién (p=0.05) de una polla de recria (Cuadro
5) y el CKHP (Cuadro 6), lo cual se justifica con el
precio alto de los GSDS en el afio 2019 en México
(FNDAREFP, 2019) y la mala CA. Investigaciones de
Masadeh ez al. (2011) y Abd El-Hack ez al. (2015)
demostraron que el uso de GSDS en la avicultura
disminufa el costo de las dietas porque el precio de
este subproducto era bajo; pero desde el 2019 la de-
manda aumenté el valor de GSDS. La inclusién de
la enzima durante la crianza no disminuyé el costo
de produccién de las pollas (p>0.05) porque no se
encontraron diferencias en CA, pero si disminuy? el
CKHP (p=0.05) debido a que éste tuvo una influen-
cia positiva en la CA.

Calidad de huevo

Los niveles de GSDS en la dieta y la adicién de
la enzima no tuvieron efecto en AA y GC (p > 0.05)
(Cuadro 7). Masadeh er al. (2011) obtuvieron resul-
tados similares con 25% de GSDS e indicaron que
no hubo cambios en AA y GC. Los tratamientos con
16, 24 y 32% de GSDS causaron un aumento posi-
tivo (p=<0.05) en UH (Cuadro 7) y ésta disminuyé
con 0 y 8% de GSDS. La mejora de UH se atribu-
ye a que los GSDS son deficientes en lisina, lo cual
llevé al aumento de lisina sintética en las dietas
(Cuadro 2). Cantidades altas de lisina cambiaron
las concentraciones de proteina y sélidos totales
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At 16% DDGS and on, MH was reduced
(p=<0.05) respect to the control (Table 6), which
agrees with Abd El-Hack ez a/. (2019) who found
that 18% DDGS had a negative effect on MH,
and in both studies PP and PH decreased; these are
variables from which MH is obtained. However,
adding xylanase improved MH (p=<0.05) (Table 06),
since the enzyme helped to improve PP, but not PH;
this indicates that the energy released by the enzyme
from PNA was enough to favour MH (Leeson and
Summers, 2005).

KHP was reduced with 32% DDGS (p=<0.05)
(Table 6) regarding the control, with a difference of
1409 kg per hen, suggesting that the inclusion of
DDGS did not cover the nutritional requirements
that the birds needed to maintain PP, PH, MH and
AC. The addition of xylanase to the diet for hens
did not modify KHP (p>0.05); this was expected,
because the enzyme similarly did not increase PH

(Table 6).
Cost per pullet and cost per one kg of egg

The addition of DDGS increased the cost of
production (p=<0.05) of a rearing pullet (Table 5)
and CKHP (Table 6), which is justified with the
high price of DDGS in 2019 in Mexico (FNDAREFP,
2019) and poor CA. Research by Masadeh ez al.
(2011) and Abd El-Hack e /. (2015) showed that
the use of DDGS in poultry farming decreased the
cost of diets because the price of this by-product
was low; but since 2019 the demand increased the
value of DDGS. The inclusion of the enzyme during
rearing did not decrease the production cost of
pullets (p>0.05) because no difference in CA was
found, but the added enzyme did decrease CKHP
(p=0.05) because it had a positive influence on CA.

Egg quality

The levels of DDGS in the diet and the addition
of the enzyme had no effect on AA and GC (p>0.05)
(Table 7). Masadeh et al. (2011) obtained similar
results with 25% DDGS and indicated that there was
no change in AA and GC. Treatments with 16, 24
and 32% DDGS caused a positive increase (p=<0.05)
in UH (Table 7) and it decreased with 0 and 8%
DDGS. The improvement in UH is attributed to
DDGS being deficient in lysine, which led to the
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Cuadro 7. Efecto de los niveles de granos secos de destileria con solubles y
xilanasa en la calidad de huevo de gallinas Bovans White en 23, 47

y 72 semanas de experimentacién.
Table 7. Effect of levels of distillers dried grains with solubles and xylanase
on egg quality of Bovans White hens at 23, 47, and 72 weeks with

experimental diet.

GSDS (%) AA .GC UH CY
(mm) (micrones)

0 7.3 456 82.9bcd 4.2e
8 7.2 463 81.3d 6.0d
16 7.1 466 83.9a 6.7¢
24 7.0 456 83.2abc 7.5b
32 7.0 460 83.7ab 8.0a
EEM 0.27 0.12 0.61 0.09
Xilanasa (%)

0 7.3 462 84.4a 6.83a
0.05 7.0 459 81.5b 6.21b
EEM 0.17 0.07 0.38 0.05

GSDS, granos secos de destilerfa con solubles; AA, altura de albtimina; GC, grosor
de cascarén; UH, unidades Haugh; CY, color de yema, Escala de Roche. Medias
con letra distinta entre columna son diferentes (p=<0.05). EEM, error estdndar de
la media. % DDGS, distillers dried grains with solubles; xilanasa = xylanase; AA,
albumen height; GC, shell thickness; UH, Haugh units; CY, yolk color, Roche
Scale. Means with different letter among rows are different (p=<0.05). EEM,

standard error of the mean.

de los componentes del huevo, lo cual sugiere que
este aminodcido sintético tiene efectos positivos en el
estado fisico de la albimina del huevo (Sun, 2013).

La adicién de xilanasa tuvo un efecto negativo las
UH (p=0.05), lo cual no coincide con Abd El-Hack
et al. (2015) quienes reportaron que al incluir un su-
plemento enzimdtico las UH mejoran. Pero Ghaza-
lah et 2l (2011) no encontraron efecto en las UH del
huevo al anadir la enzima en la dieta de aves.

El CY mostré un aumento lineal en la escala de
Roche al incrementar los niveles de GSDS en la die-
ta (p=0.05; Cuadro 7), pues como coproducto los
GSDS concentraron los pigmentos del maiz (xanto-
filas) (Yildiz ez al., 2018; Niemiec ez al., 2013) y esto
ayudé a disminuir el pigmento sintético en la dieta y
con ello su precio. El CY disminuyé (p=<0.05) con la
adicién de xilanasa, para lo cual no se encontré in-
formacién que lo sustente. Abd El-Hack ez al. (2019)
encontraron que la adicién de xilanasa mejor6 la pig-
mentacion del huevo, para lo cual utilizaron la esca-
la de color hunter L, a, b, con un medidor de color
Minolta®; al respecto, en nuestro estudio el aparato

utilizado se basa en la escala de Roche con el Egg
Multi Tester.
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increase in synthetic lysine in the diets (Table 2).
High amounts of lysine changed the protein and total
solids concentrations of egg components, suggesting
that this synthetic amino acid has positive effects on
egg albumen fitness (Sun, 2013).

The addition of xylanase had a negative effect on
UH (p=0.05), which does not agree with Abd El-
Hack er al. (2015) who reported that including an
enzyme supplement improved UH. But Ghazalah ez
al. (2011) found no effect on egg UH by adding the
enzyme to the poultry diet.

CY showed a linear increase on the Roche scale by
increasing DDGS levels in the diet (p=0.05; Table
7), since as a co-product DDGS concentrated corn
pigments (xanthophylls) (Yildiz ez 4/., 2018; Niemiec
et al., 2013) and this helped to decrease the synthetic
pigment in the diet and thus its price. CY decreased
(p=<0.05) with the addition of xylanase, for which
no supporting data was found. Abd El-Hack ez al.
(2019) found that the addition of xylanase improved
egg pigmentation, for which they used the hunter
color scale L, a, b, with a Minolta™ color meter; in
this regard, in our study the equipment used is based
on the Roche scale with the Egg Multi Tester.
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CONCLUSIONES

En la etapa de crianza se pueden utilizar hasta
32% de granos secos de destileria con solubles sin
afectar las variables productivas y la madurez sexual,
por lo cual podrian ser una alternativa en los periodos
de escasez de pasta de soya. La xilanasa no debe usarse
en las pollas cuando la dieta es con base en granos se-
cos de destileria, pasta de soya y sorgo, porque no in-
fluyé en las variables productivas, la madurez sexual
y no disminuyé el costo de la polla.

Para la etapa de postura se puede incluir hasta 8%
de granos secos de destileria en la dieta, porque ni-
veles mayores mostraron efectos negativos sobre las
variables productivas y aumentaron el costo de pro-
duccién de huevo. La adicién de xilanasa mejoré la
respuesta productiva del alimento consumido, por-
centaje de postura, conversién alimenticia y masa de
huevo; ademds indujo un beneficio econémico.

Respecto a calidad huevo, la inclusién de los gra-
nos secos de destilerfa y la xilanasa en la dieta tuvo
efecto positivo en las unidades Haugh y el color de
la yema.
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CONCLUSIONS

In the rearing stage, up to 32% of distillers dried
grains with solubles can be used without affecting
productive variables and sexual maturity, which
could be an alternative in periods of soybean paste
shortage. Xylanase should not be used in pullets
when the diet is based on distillers dried grains,
soybean paste or sorghum paste, because it did not
influence productive variables, sexual maturity and
did not decrease the cost of the pullet.

At the laying stage, up to 8% of distillers dried
grains can be included in the diet, because there was
evidence that higher levels caused negative effects on
productive variables and increased the cost of egg
production. The addition of xylanase improved the
productive response of the feed consumed, laying
percentage, feed conversion and egg mass; it also
induced an economic benefit.

Regarding egg quality, the inclusion of distillers
dried grains and xylanase in the diet had a positive
effect on Haugh units and yolk color.
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RESUMEN

El poleo verde Clinopodium mexicanum es una especie nativa
de México que tiene demanda en los mercados locales por sus
propiedades medicinales. No se encontré informacion sobre su
cultivo, por lo cual el objetivo del presente estudio fue elabo-
rar un protocolo de germinacién de su semilla que contribuya
al conocimiento de esta especie para su manejo, cultivo, comer-
cializacidn y conservacién. Las muestras se recolectaron en dos
poblaciones silvestres del estado de Querétaro, seleccionadas por
la disponibilidad de plantas y accesibilidad al lugar. El cdliz per-
sistente y las ndculas se caracterizaron morfoldgicamente, y se
evalud porcentaje de viabilidad y de germinacién. El experimen-
to de germinacién tuvo como factor la temperatura (T) con tres
tratamientos: 28, 21 y 15 °C. La humedad del sustrato (100%),
la humedad ambiental (30%) y el fotoperiodo (12:12 h luz/os-
curidad) se mantuvieron constantes. Los resultados se analizaron
con una prueba de t de Student, un modelo lineal generalizado
y dos andlisis para germinacién (t10 y t50). El cdliz persistente
midié en promedio 1.6 x 6.7 mm (anchura x longitud), y peso
expresado como 436.5 cdlices por gramo; cubierta estriada, con
glidndulas que presentaron tonalidades verdes y cafés. Las niculas
midieron 0.8 x 1.6 mm (anchura x longitud) y peso expresado
como 2686.5 niculas por gramo, ovaladas de color café a negro.
Las nuculas de color negro presentaron 100% de viabilidad y las
cafés 33%. Las nuculas presentaron mixocarpia. El tratamiento
6ptimo para la germinacion fue incrementar temperatura a 28
°C. El 10% de las semillas germiné en 4.2 d, el 50% en 6.2 d, y

el porcentaje mdximo de germinacién 93% se alcanzé en 12 d.
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ABSTRACT

Clinopodium mexicanum (poleo verde) is a native species in Mexico
with demand in local markets for its medicinal properties. No
information on cultivation was found, so the objective of this
study was to develop a seed germination protocol to contribute
to the knowledge of this species for management, cultivation,
commercialization and conservation. Samples were collected
in two wild populations in the state of Querétaro, selected
for the availability of plants and accessibility to the site. The
fruiting calyx (persistent) and the nutlets were morphologically
characterized, and viability and germination percentages were
evaluated. The germination experiment had temperature (T) as
a factor, with three treatments: 28, 21 and 15 °C. Water content
in substrate (100%), ambient humidity (30%) and photoperiod
(12:12 h light/dark) were kept constant. Results were analyzed
with a Student t-test, a generalized linear model and two analyses
for germination (t10 and ¢50). The fruiting calyx measured on
average 1.6 x 6.7 mm (width x length), and weight expressed
as 436.5 calyxes per gram; striated shell, with glands showing
green and brown tones. Nutlets measured 0.8 x 1.6 mm (width
x length) and weight expressed as 2686.5 nutlets per gram, oval,
brown to black. The black colored nutlets showed 100% viability
and the brown ones 33%. The nutlets showed myxocarpia.
The optimum treatment for germination was to increase the
temperature to 28 °C. Ten percent of the seeds germinated in 4.2 d,
50% in 6.2 d, and the maximum germination percentage of 93%
was reached in 12 d.

Key words: Clinopodium mexicanum, medicinal plants,

germination, propagation.
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INTRODUCCION

as plantas aromdticas y medicinales contienen

principios activos, es decir, son plantas que

poseen sustancias con actividad terapéutica
(Moré et al., 2010). Dichos principios activos son
producto del metabolismo secundario de las plantas,
por lo que también se denominan metabolitos secun-
darios. Las principales funciones de los metabolitos
secundarios en las plantas son la defensa contra de-
predadores y patgenos, como agentes alelopdticos,
atraccion de polinizadores, proteccién de la planta
contra las radiaciones UV vy resistencia a virus. Es-
tos son importantes para la salud humana porque
presentan valor medicinal y econémico, y se pueden
utilizar como ingredientes de medicamentos en la in-
dustria farmacéutica al extraerse de la planta (Moré ez
al., 2010; Palma-Tenango et al., 2017).

El uso y comercializacién de las plantas aromdti-
cas y medicinales ha aumentado debido a la necesi-
dad de la extraccién de sus metabolitos secundarios y
fabricacién de diferentes productos en el mundo. Sin
embargo, para muchas especies de plantas que produ-
cen metabolitos secundarios de importancia para la
salud humana, se desconoce su forma de propagacién
y no hay informacién sobre su cultivo. Un ejemplo
es Clinopodium mexicanum (Benth.) Govaerts, una
especie nativa de México con demanda en los merca-
dos locales de las regiones de su distribucién natural
debido a sus propiedades medicinales. Esta investiga-
cién contribuye al conocimiento de la germinacién
de la especie para cultivo, manejo, comercializacién y
conservacion; con el fin de evitar que la diversidad de
las poblaciones silvestres se agote.

C. mexicanum pertenece a la familia Lamiaceae,
subfamilia Nepetoideae. Los taxdnomos la ubicaban
en el género Satureja. Ahora dicho género estd con-
finado a Europa y las 100 especies americanas per-
tenecen al género Clinopodium. De las cuales 14 se
distribuyen en México y 10 de ellas son endémicas
(Martinez-Gordillo et al., 2013). C. mexicanum es
una especie endémica de México con distribucién en
los estados de Chiapas, Guerrero, Guanajuato, Hi-
dalgo, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potost,
Tamaulipas y Veracruz, en la provincia fisiografica de
la Sierra Madre Oriental (Martinez-Gordillo et al.,
2017). Los tipos de vegetacién en que se encuentra
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INTRODUCTION

romatic and medicinal plants contain active

principles, i.e. they are plants that possess

ubstances with therapeutic activity (Moré ez
al., 2010). These active principles are products of the
secondary metabolism of plants and therefore they
are called secondary metabolites. The main functions
of secondary metabolites in plants are defense against
predators and pathogens, as allelopathic agents,
attraction of pollinators, plant protection against
UV radiation and resistance to viruses. These are
important for human health because they present
medicinal and economic value and can be used as
drug ingredients in the pharmaceutical industry once
extracted from the plant (Moré ez al., 2010; Palma-
Tenango et al., 2017).

The use and commercialization of aromatic and
medicinal plants has increased due to the need for
the extraction of their secondary metabolites and
the manufacture of different products around the
world. However, the form of propagation of many
plant species that produce secondary metabolites
important for human health is still unknown
and there is no information on their cultivation.
One example is Clinopodium mexicanum (Benth.)
Govaerts, a native species of Mexico with demand at
local markets in the regions of its natural distribution
due to medicinal properties. This research contributes
to the knowledge of this species germination for
cultivation, management, commercialization, and
conservation, in order to prevent depletion of the
diversity of wild populations.

C. mexicanum belongs to the family Lamiaceae,
subfamily Nepetoideae. Taxonomists used to place it
in the genus Satureja. Now that genus is confined
to Europe and the 100 American species belong
to the genus Clinopodium. Fourteen of which are
distributed in Mexico and 10 are endemic (Martinez-
Gordillo ez al., 2013). C. mexicanum is an endemic
species of Mexico with distribution in the states of
Chiapas, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas and
Veracruz, in the physiographic province of the Sierra
Madre Oriental (Martinez-Gordillo et al., 2017).
The vegetation types where it is found are scrublands,
grasslands, secondary vegetation and coniferous
forests; also in transition zones between semi-arid
and humid climates.
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son matorrales, pastizales, vegetacién secundaria y
bosques de coniferas; también en zonas de transicién
entre climas semidridos y himedos.

En Querétaro, su nombre comin es “poleo ver-
de”; en algunas regiones de Oaxaca se consume como
infusién para aliviar los efectos del alcohol (“hierba
del borracho”) y problemas digestivos y gastrointes-
tinales; en Guerrero se le conoce como “toronjil de
monte” (Alvarado e al., 2020). En la medicina tra-
dicional mexicana, C. mexicanum se utiliza contra el
dolor de muelas y como remedio de enfermedades del
sistema nervioso (Estrada-Reyes ez al., 2010). En es-
tudios fitoquimicos y farmacoldgicos de la especie se
encontrd que su extracto acuoso contiene Neoponci-
rina como compuesto principal. Esta es una sustancia
con efectos sedantes, anticonvulsivos, ansioliticos si-
milares al Diazepam, y antinociceptivos mayores que
el Ibuprofeno, similares al Ketorolaco (Estrada-Reyes
et al., 2010 y Cassani et al., 2013). A pesar de sus
usos, hay poca informacién que permita su cultivo y
manejo para la conservacién de la especie.

C. mexicanum es una planta perenne, la cual se
encuentra con botones florales, flores y nticulas ma-
duras e inmaduras todo el afio, de acuerdo con un
reporte preliminar del autor’. No se han realizado
estudios sobre sus érganos de dispersién, pero se co-
noce que en algunos géneros de la familia Lamiaceae
ocurre dispersién por gravedad, mixocarpia y nauto-
coria (Bonzani et al., 2011; FSC-GEF-UNEP, 2016).
En la familia Lamiaceae el fruto es una tetrantcula
incluida en un cdliz persistente considerado la uni-
dad de dispersion en dicha familia. Es decir, desde
el enfoque agronémico, las naculas (frutos) se consi-
deran “semillas”, porque son las que dan origen a la
planta. Esta consideracién es ttil para C. mexicanum,
por ello es importante reconocer las caracteristicas
del céliz persistente ya que en sentido funcional es
equivalente al fruto, y de las ndculas que funcionan
como semillas (Scandaliaris y Barboza, 2013).

El objetivo del estudio fue obtener un protocolo
de germinacién para C. mexicanum a través de carac-
terizar la morfologia del cdliz persistente y de las nd-
culas (tamano, color, forma, cubierta y peso), deter-
minar el porcentaje de viabilidad en una poblacién
y definir la temperatura éptima para la germinacién
de semillas.

In Querétaro, C. mexicanum common name
is “poleo verde”. In some regions of Oaxaca it is
consumed as an infusion to alleviate the effect of
alcohol abuse; it also alleviates indigestion and other
gastrointestinal problems. In Guerrero it is known
as “toronjil de monte” (Alvarado ez al., 2020). In
traditional Mexican medicine, C. mexicanum is used
against toothache and as a remedy for nervous system
diseases (Estrada-Reyes ezal.,2010). In phytochemical
and pharmacological studies on the species, it was
found that its aqueous extract contains Neoponcirin
as the main compound. This is a substance with
sedative, anticonvulsant, anxiolytic effects similar
to Diazepam, and more antinociceptive effects than
Ibuprofen, rather as Ketorolac (Estrada-Reyes ez 4/.,
2010 and Cassani et al., 2013). Despite these uses,
there is little information that allows C. mexicanum
cultivation and management for the conservation of
the species.

C. mexicanum is a perennial plant flowering and
fruiting throughout the year, flower buds, flowers
and mature and immature nutlets are found all
year round, as it was established in a peliminary
report’. No studies have been conducted on dispersal
organs, but it is known that in some genera of the
Lamiaceae family, dispersal by gravity, myxocarpia
and nautochory occurs (Bonzani ez al., 2011; FSC-
GEF-UNEP, 2016). In the family Lamiaceae the
fruit is a structure of four grouped nutlets included
in a fruiting calyx which is persistent and considered
the dispersal unit in that family. This means, from
the agronomic point of view, nutlets are considered
as “seeds” because plants rise from them. This
consideration is useful for C. mexicanums; therefore,
it is important to recognize the characteristics of
the fruiting calyx, since in a functional sense it is
equivalent to a fruit; and of the nutlets that function
as seeds (Scandaliaris and Barboza, 2013).

The objective of the study was to obtain
a germination protocol for C. mexicanum by
characterizing the morphology of the fruiting calyx
and nutlets (size, color, shape, shell and weight),
determining the percentage of viability in a
population and defining the optimum temperature
for seed germination.

*Magalldn, E, A. Alvarado, R. Ocampo, y L. Guerrero. 2015. Informe técnico: Protocolos de propagacién de plantas nativas aromdticas
y medicinales con uso potencial en la industria farmacéutica y cosmética. Fondo de vinculacién tecnoldgica. Universidad Auténoma de

Querétaro. 52 p.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

La recolecta de cdlices persistentes y niculas de poleo verde
se realizé en dos poblaciones del estado de Querétaro, México,
en noviembre 2017 (Cuadrol). La accesibilidad y disponibilidad
de plantas se considerd como criterio para la seleccion de las lo-
calidades. Para el registro de las coordenadas se utilizé un sensor

GPS (Oregon 650°, EUA).
Modo de recolecta, seleccién y almacenamiento

En cada localidad de estudio se recolectaron los tallos de las
plantas con presencia de célices persistentes (sin distincién de
colores) en transectos de 1 km dentro de la localidad. Las coorde-
nadas y altitud se registraron al inicio del recorrido. Para colectar
los tallos de las plantas se utilizaron tijeras de poda. El material
se colocd en bolsas de papel estraza y se transportd a temperatura
ambiente. En el laboratorio, las muestras se extendieron sobre
charolas de pldstico para separar los cdlices y las nticulas, mientras
que el resto del material (hojas y ramas) se regresé a las bolsas.

Para extraer las ndculas de los célices se usaron pinzas planas
de punta delgada y una limpara de escritorio con lupa (Steren
HER-730BL’, China). Para separar las nticulas que se encontra-
ban entre las hojas y las ramas (material restante) se utilizé un
tamiz metdlico del niimero 10 con abertura entre celdas de 2 mm
y las ntculas se almacenaron en frascos de vidrio con silica gel,

en condiciones de temperatura ambiental (21-23 °C) y sombra.

Caracterizacién morfolégica de cilices

persistentes y niiculas de C. mexicanum

Para obtener el tamano promedio se usé un vernier manual y
se midieron 30 ndculas y 30 cdlices por poblacién. El color de los

cdlices y niculas se determiné con tablas Munsell (2011). Para

MATERIALS AND METHODS

Study area

The collection of fruiting calyxes and nutlets of C. mexicanum
was conducted in two populations in the state of Querétaro,
Mexico, in November 2017 (Table 1). The accessibility and
availability of plants was considered as a criterion for the
selection of localities. A GPS sensor (Oregon 650°, USA) was

used to register the coordinates.
Mode of collection, selection and storage

In each study locality, the stems of plants with fruiting calyxes
(without color distinction) were collected in 1 km transects
within the locality. The coordinates and altitude were recorded
at the beginning of the transect. Pruning shears were used to
collect plant stems. The material was placed in brown paper bags
and transported at room temperature. In the laboratory, the
samples were spread out on plastic trays to separate the calyxes
and nutlets, while the rest of the material (leaves and branches)
was returned to the bags.

To extract the nutlets from the calyxes, thin-tipped flat
tweezers and a desk lamp with magnifying glass (Steren HER-
730BL°, China) were used. A metal sieve mesh (Num. 10, sieve
size 2 mm) was used to separate the nutlets from the leaves and
branches (remaining material) and the nutlets were stored in
glass jars with silica gel under room temperature (21-23 °C) at

shaded conditions.

Morphological characterization of fruiting calyxes and

nutlets of C. mexicanum.

To obtain the average size, a manual Vernier rule was used
and 30 nutlets and 30 calyxes were measured per population.

The color of calyxes and nutlets was determined with Munsell

Cuadro 1. Descripcidn de sitios y poblaciones para recolecta de cdlices persistentes y niculas de

C. mexicanum.

Table 1. Description of sites and populations for collection of fruiting calyxes and nutlets of C.

mexicanum.
Poblaciones
Nombre Sombrerete Maguey Verde
Municipio Cadereyta de Montes Pefiamiller
Coordenadas 20° 47" 84” N, 99° 39’ 977 O 21°05 85" N, 99°41’ 77 O

Tipo de vegetacién

Altitud 2512 m

Matorral xeréfilo, micréfilo, y
plantacién de Pinus cembroides

Transicién entre bosque de matorral
xerdfilo y bosque de Juniperus
2296 m
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describir la cubierta del cdliz y de las ndculas se selecciond un cd-
liz persistente y cuatro nticulas para su observacién por medio de
microscopia electrénica de barrido (MEB). La muestra se limpid
y monté en un porta muestras, para favorecer las caracteristicas
por observar; se capturé imagen con distintos aumentos, del cdliz
y de la cubierta de las ntculas tanto de la cara interna como de
la externa.

Un microscopio de barrido (Carl Zeiss EVO-50°, Alemania)
se utilizé en modo de presion variable sin recubrimiento. La des-
cripcidn de las niculas se basé en los estudios de Scandaliaris y
Barboza (2013). Para obtener el peso promedio de los célices y las
niculas que son muy pequefas, se obtuvo el peso de 100 nicu-
las y 100 célices por poblacién en una balanza analitica (Denver
Instrument APX-200°, EUA) y luego se estimé el peso promedio

por cdliz persistente y por ntcula.
Porcentaje de viabilidad de semillas en C. mexicanum

Para las pruebas de viabilidad se usaron sélo semillas de la
poblacién Maguey Verde debido a su disponibilidad. En estas
pruebas se separé a las ntculas por color en dos muestras: 30
ntculas de color negro y 30 niculas de color café. Para la prueba
de viabilidad de semillas se siguié el protocolo general propuesto
por Gonzélez et al. (2019) con modificaciones. Las muestras se
sumergieron en agua destilada por 48 h; transcurrido el tiempo
a cada ndcula se le hizo una incisién longitudinal con navaja
delgada y se sumergi6 en una solucién de cloruro de 2, 3, 5, -
trifenil-tetrazolio (Golden Bell Reactivos®) al 0.5% por 24 h a 22
°C. Después de 24 h, cada semilla se observé en el microscopio
de diseccién (Leica Zoom 2000°, China) y el resultado de su
tincion se registré. La clasificacién de viabilidad fue, embriones
tefiidos de color rojo carmin se consideraron viables, mientras
que embriones tenidos en color rojo suave o blanco lechoso se

consideraron no viables.

Temperatura éptima

para la germinacién de C. mexicanum

Revisién de condiciones ambientales para las pruebas

de germinacién

Para definir las temperaturas por probar en el estudio se
revisaron los datos climatolégicos de tres estaciones meteorolé-
gicas del estado de Querétaro, en los municipios de Cadereyta
de Montes, Penamiller y Pinal de Amoles, de enero 2000 a di-
ciembre 2017 (TWC, 2018). Estos municipios se seleccionaron
por tener poblaciones silvestres de la especie en estudio y por su
cercanfa a los puntos de colecta. La informacién obtenida se con-
sideré la base para definir las condiciones ambientales del disefio

experimental.
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tables (2011). To describe the calyx and nutlet shell, one fruiting
calyx and four nutlets were selected for observation by scanning
electron microscopy (MEB). The sample was cleaned and
mounted in a specimen holder. An image of the calyx and the
shell of the nutlets of both the internal and external faces was
captured with different magnifications.

A scanning microscope (Carl Zeiss EVO-50°, Germany) was
used in variable pressure mode without overlay. The description
of the nutlets was based on the studies of Scandaliaris and
Barboza (2013). Because of their small size, to obtain the average
weight of calyxes and nutlets, the weight of 100 nutlets and 100
calyxes per population was measured in an analytical balance
(Denver Instrument APX-200°, USA); then the average weight

per fruiting calyx and per nutlet was estimated.
Percentage of seed viability in C. mexicanum

For viability tests, only seeds from the Maguey Verde
population were used due to their availability. In these tests,
nutlets were separated by color into two samples: 30 black
nutlets and 30 brown nudlets. For the seed viability test, the
general protocol proposed by Gonzélez ez al. (2019) was followed
with modifications. Samples were immersed in distilled water
for 48 h; after this time, each nutlet was incised longitudinally
with a thin blade and immersed in a 0.5% solution of 2, 3, 5, -
triphenyl-tetrazolium chloride (Golden Bell Reagents®) for 24 h
at 22 °C. After 24 h, each seed was observed under a dissecting
microscope (Leica Zoom 2000°, China) and the staining result
was recorded. The viability classification was, embryos stained
carmine red were considered viable, while embryos stained in

soft red or milky white were considered non-viable.
Optimum temperature for germination of C. mexicanum
Review of environmental conditions for germination tests

To define the temperatures to be tested in the study,
climatological data from three weather stations in the state
of Querétaro, in the municipalities of Cadereyta de Montes,
Pefiamiller and Pinal de Amoles, from January 2000 to December
2017, were reviewed (TWC, 2018). These municipalities were
selected for having wild populations of the species under study
and for their proximity to the collection points. The information
obtained was considered the basis for defining the environmental

conditions of the experimental design.
Experimental design for germination tests

To determine the effect of temperature on the germination

of C. mexicanum seeds, three temperature treatments (T)
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Disefio experimental para pruebas de germinacién

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la germi-
nacién de las semillas de C. mexicanum se definieron tres trata-
mientos de temperatura (T): T1) 28 °C, T2) 21 °C y T3) 15 °C;
con base en las temperaturas mdximas, minimas y promedio de
las estaciones meteorolégicas consultadas (TWC, 2018). Las
condiciones ambientales que se mantuvieron constantes en los
tres tratamientos fueron fotoperiodo (F), 12:12 h luz/oscuridad;
humedad del sustrato (HS), 100% y humedad ambiental (HA),
30%. Aunque en los datos de las estaciones meteoroldgicas se
registré humedad ambiental promedio de 56.8 a 77.2% (TWC,
2018), se decidié establecer en 30% para evitar problemas de
contaminacién por hongos. Las pruebas de germinacién se reali-
zaron dentro de una cdmara bioclimdtica refrigerada (CBRF-20°,
México). Las repeticiones por tratamiento fueron cinco cajas de
Petri con 30 ntculas cada una (el total fue de 150 niculas por

tratamiento) las cuales se evaluaron durante 20 d.
Pruebas de germinacién

La prueba se realiz6 en cajas de Petri de vidrio, cuya desin-
feccién se efectué con una solucién de cloro comercial al 2% por
30 min, ademds de alcohol al 96% (Bueno et al., 2007). Den-
tro de cada caja de Petri numerada, se colocé una almohadilla
de algodén, y sobre ella las niculas acomodadas y numeradas
para dar seguimiento a su germinacién individual. Las ndculas
se desinfectaron en una solucién de cloro comercial al 2%, se
afadi6 0.5 mL de Tween 20 (J. T. Baker®) para romper la tensién
superficial, debido a su tamafio pequefio; se dejaron 2 min en
dicha solucién y se enjuagaron con agua destilada. Las ndculas se
colocaron en la cdmara bioclimdtica (CBRF-20°, México) en ca-
jas de Petri sin tapa, bajo las condiciones establecidas en el disefio
experimental y se regaron a saturacién cada dia con agua destila-
da. La distribucién de cajas y niculas numeradas se dibujé y se
registré el nimero de ndcula en filas (1-30) y el ndmero de dias
a la germinacién por ntcula en columnas (1-20 d). Cada semi-
lla se revis6 en el microscopio de diseccién (Leica Zoom 2000°,
China) cada dia, la emergencia de la radicula fue el indicador de

la germinacién.
Andlisis estadistico

Para evaluar diferencias en el tamano de célices persistentes
y ntculas de las dos poblaciones se realizé una prueba de t de
Student, con el programa estadistico Past 3.21 (Hammer ez al.,
2001). Para conocer las diferencias en el porcentaje de germi-

nacién entre los tres tratamientos se utiliz6 un modelo lineal
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were defined: T1) 28 °C, T2) 21 °C and T3) 15 °C; based
on the maximum, minimum and average temperatures of
the meteorological stations consulted (TWC, 2018). The
environmental conditions that were kept constant in the three
treatments were photoperiod (F), 12:12 h light/dark; substrate
water content (HS), 100% and ambient humidity (HA), 30%.
Although at the weather stations data recorded average values
of ambient humidity from 56.8 to 77.2% (TWC, 2018), it was
decided to set this variable at 30% to avoid fungal contamination
problems. Germination tests were performed inside a refrigerated
bioclimatic chamber (CBRF-20°, Mexico). The replicates per
treatment were five petri dishes with 30 nutlets each which were

evaluated for 20 d (total was 150 nutlets per treatment).
Germination tests

The test was set in glass Petri dishes, which were disinfected
with a 2% commercial chlorine solution for 30 min, in addition
to 96% alcohol (Bueno et al, 2007). Inside each numbered
Petri dish, a cotton pad was placed, and on top of it the nutlets
that were numbered and arranged to monitor their individual
germination. Nutlets were disinfected in a 2% commercial
chlorine solution, 0.5 mL of Tween 20 (J. T. Baker®) was added
to break the surface tension due to their small size; they were left
for 2 min in this solution and rinsed with distilled water. Nutlets
were placed in the bioclimatic chamber (CBRF-20°, Mexico) in
Petri dishes without lids, under the conditions established in the
experimental design, with watering up to saturation every day
with distilled water. Nutlets distribution within the Petri dish
was depicted and a number was assigned to each nutlet. For the
records, the number in the nutlets (1-30) was set in rows and the
number of days to germination per each nutlet was recorded in
columns (1-20 d). Each nutlet was checked under the dissecting
microscope (Leica Zoom 2000°, China) every day; radicle

emergence was the indicator of germination.
Statistical analysis

To evaluate differences in the size of fruiting calyxes and
nutlets of the two populations, a Student t-test was performed
with the statistical program Past 3.21 (Hammer ez 4/, 2001). A
generalized linear model (binomial error distribution and logit
function) was used with SAS® JMP 7.0 (SAS Institute Inc., 2007)
to determine the differences in germination percentage between
the three treatments. Germination curves were obtained in the
Germinator software (Joosen ez al., 2010) and germination was
also analyzed in that program, when 10% germination (t 10) and

the average (t 50) per treatment were established.
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generalizado (distribucién de error binomial y funcién de en-
lace logit) con JMP 7.0 de SAS® (SAS Institute Inc., 2007). Las
curvas de germinacién se obtuvieron en el programa estadistico
Germinator (Joosen et al., 2010) y en ese programa se analizé
también la germinacién, cuando se establecié 10% de germina-

cién (¢ 10) y el promedio (t 50) por tratamiento.
RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacién morfolégica del ciliz persistente
Tamafo

Los cdlices persistentes de la poblacién Sombrere-
te presentaron intervalo de anchura 1.30 - 2.00 mm
y longitud 5.30 - 8.40 mm, con tamafio promedio
1.64 x 6.57 mm (anchura x longitud). Los cdlices
persistentes de la poblacién Maguey Verde tuvieron
intervalos de anchura 1.30 - 2.70 mm y longitud
5.30 - 8.50 mm, con tamafio promedio 1.64 x 6.57
mm (anchura x longitud).

El promedio de los cilices persistentes de ambas
poblaciones fue 1.60 x 6.70 mm (anchura x longi-
tud). De acuerdo con la prueba de t, la diferencia en
tamafo de cdlices persistentes entre las poblaciones,
longitud (t= 0.8992, g.l.= 58, p= 0.372) y anchura
(t= 0.2826, g.l.= 58, p= 0.778) no fue significativa
(Figura 1).

Una caracteristica notable de la familia Lamiaceae
respecto al desarrollo de flores y frutos, es la presencia
de céliz persistente (Scandaliaris y Barboza, 2013).
Esto significa que una vez que los évulos han sido
fecundados e inicia el desarrollo de las semillas, el
céliz permanece hasta la maduracién de las ndculas.
Como ya se indicd, C. mexicanum presenta esta
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RESULTS AND DISCUSSION

Morphological characterization

of the fruiting calyx
Size

The fruiting calyxes of the Sombrerete population
had a width interval of 1.30 - 2.00 mm and length
of 5.30 - 8.40 mm, with an average size of 1.64 x
6.57 mm (width x length). The fruiting calyxes of
the Maguey Verde population had intervals of width
of 1.30 - 2.70 mm and length 5.30 - 8.50 mm, with
average size 1.64 x 6.57 mm (width x length).

The average fruiting calyxes of both populations
were 1.60 x 6.70 mm (width x length). According to
the t-test, the difference in fruiting calyx size between
populations, length (t= 0.8992, g.l.= 58, p= 0.372)
and width (t= 0.2826, g.l.= 58, p= 0.778) was not
significant (Figure 1).

A notable characteristic of the Lamiaceae family
regarding flower and fruit development is the
presence of a fruiting calyx which is persistent in
the plants (Scandaliaris and Barboza, 2013). This
means that once the ovules have been fertilized and
seed development begins, the calyx remains until
the maturation of the nutlets. As it was already
indicated, C. mexicanum shows this characteristic.
Calyx size, shape, color and shell are considered
relevant characters for cultivation and can be used
as morphological and agronomic descriptors (Franco
and Hidalgo, 2003). At comparing the average
length of the fruiting calyx in this study (6.70 mm),
with the taxonomic description of C. mexicanum, in
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Poblaciones

Figura 1. Diferencia de tamaifio en cdliz persistente de C. mexicanum entre las poblaciones. A, longitud; B, anchura.
Figure 1. Size difference in fruiting calyx of C. mexicanum between populations. A, length, B, width.
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caracteristica; por lo tanto el tamafno, forma, color y
cubierta del céliz se consideran caracteres relevantes
para cultivo y pueden usarse como descriptores mor-
folégicos y agrondémicos (Franco e Hidalgo, 2003).
Al comparar la longitud promedio del cdliz persis-
tente en este estudio (6.70 mm), con la descripcién
taxondémica de C. mexicanum, en la cual se indicd
longitud de cdliz 6 mm (Hanan-Alipi, 2009) se ob-
servé que no existen cambios notables en el tamano
del cdliz durante el desarrollo de las niculas, por lo
tanto, el tamano del cdliz persistente no es un indi-
cador de madurez. Aunque si puede considerarse un
descriptor botdnico y taxonémico distintivo, pero
con poca variabilidad en la especie.

Forma y color

El cdliz persistente tiene forma cilindrica con cin-
co puntas (I6bulos o dientes) en el dpice, en forma de
estrella. Las siguientes tonalidades de verdes y cafés
se observaron: 2.5Y5/2, 2.5Y5/4, 2.5Y5/6 2.5Y6/4,
2.5Y6/6, 2.5Y6/8, 5Y7/4, 5Y716, 5Y7/8, 5Y8/4,
5Y8/6, 5Y8/8, 5Y8/12, 2.5GY7/10 y 2.5GY8/10
(Munsell, 2011; Figura 2).

La forma del cdliz persistente es un cardcter bo-
tdnico y taxonémico que se puede usar como des-
criptor para la especie, porque fue constante entre las
muestras de ambas poblaciones. Mientras que el co-
lor si se puede usar como un descriptor morfolégico
y agronémico. El cdliz persistente con tonos verdes
presentd nuculas inmaduras, mientras que el cdliz
con tonos cafés en estado semi seco presentd niiculas
maduras, lo cual demuestra que el color es un indica-
dor de madurez.

Cubierta

El céliz persistente es estriado, pubescente y con
glindulas globosas en la pared externa (Figura 2). En
la pared interna presenta un anillo de tricomas ubi-
cado en la base de los dientes (I6bulos) hacia el 4pice
del cdliz. Los dientes presentan tricomas abundantes,
distribuidos de manera homogénea en toda su super-
ficie; es decir tanto en las paredes internas como en
las externas (Figura 3).

Los estudios morfoldgicos y anatémicos del gé-
nero Clinopodium se enfocan principalmente en la
descripcién de las ntculas (Wood, 2011; Scanda-
liaris y Barboza, 2013), con referencias escasas a
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which calyx length was 6 mm (Hanan-Alipi, 2009),
it was observed that there are no notable changes
in the size of the calyx during the development of
the nutlets, therefore, the size of the fruiting calyx
is not an indicator of maturity. Although it can be
considered a distinctive botanical and taxonomic
descriptor, but with little variability in the species.

Shape and color

The fruiting calyx is cylindrical shaped with
five star-shaped points (lobes or teeth) at the apex.
The following shades of green and brown were
observed: 2.5Y5/2, 2.5Y5/4, 2.5Y5/6 2.5Y6/4,
2.5Y6/6, 2.5Y6/8, 5Y7/4, 5Y716, 5Y7/8, 5Y8/4,
5Y8/6, 5Y8/8, 5Y8/12, 2.5GY7/10, and 2.5GY8/10
(Munsell, 2011; Figure 2).

The shape of the fruiting calyx is a botanical and
taxonomic character that may be used as descriptor
for the species, because it was constant among samples
from both populations. Whereas color can be used
as a morphological and agronomic descriptor. The
fruiting calyx with green shades presented immature
nutlets, while the calyx with brown shades in semi-
dry state presented mature nutlets, which shows that
color is an indicator of maturity.

Shell

The fruiting calyx is striated, pubescent and with
globose glands on the external wall (Figure 2). On the
inner wall there is a ring of trichomes located at the

"y

Figura 2. Formay variacién en los colores del cdliz persistente
de C. mexicanum.

Figure 2. Shape and variation in the colors of the fruiting
calyx of C. mexicanum.
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Figura 3. Cubierta del cdliz persistente de C. mexicanum. A. Glindulas globosas en la pared externa. B. Anillo de tricomas en la
base de los dientes C. Tricomas abundantes y homogéneos en los dientes.

Figure 3. Fruiting calyx shell of C. mexicanum. A. Globose glands on the outer wall. B. Ring of trichomes at the base of the teeth
C. Abundant and homogeneous trichomes on the teeth.

las caracteristicas del cdliz persistente. Este estudio
aporta informacién relevante de dicho carcter para
C. mexicanum, y sirve como base para su aprovecha-
miento y manejo en cultivo. En referencia a la pre-
sencia del anillo de tricomas en la base de los dientes
(I6bulos) del céliz, no se trata de un caricter diag-
néstico del género Clinopodium (Harley er al., 2004),
pero puede usarse como un descriptor botdnico y
taxonémico distintivo y constante en la especie.
Respecto a la presencia de glindulas en las paredes
externas del cdliz, estas glindulas que contienen acei-
tes esenciales en hojas y tallos son un cardcter comin
de la familia Lamiaceae (Harley ez al., 2004), inclui-
do el género Clinopodium (Gonzélez-Gallegos ez al.,
2017; Tapia et al., 2017). Debido a que en este estu-
dio no se hicieron pruebas especificas sobre presencia
o funcién de aceites esenciales, solo puede inferirse
que cumplen funciones de defensa contra herbivoros
o microorganismos, asi como atraccién de poliniza—

dores (Pichersky y Raguso, 2016).
Peso

Los 100 célices persistentes de la poblacién Som-
brerete presentaron peso de 0.245 g, lo cual equivale
a un peso promedio de 0.245 x 10 g; es decir, 408
célices persistentes por gramo. Los 100 cdlices persis-
tentes de la poblacién Maguey Verde pesaron 0.215 g,
lo cual equivale a un peso promedio de 0.465 x 10~
y a 465 cilices persistentes por gramo. El peso de los
cédlices persistentes y sus caracteristicas puede resultar
un cardcter util para el diseno de herramientas y ma-
quinaria, para definir técnicas que faciliten procesar
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base of the teeth (lobes) towards the apex of the calyx.
Teeth have abundant trichomes, homogeneously
distributed over their entire surface, that is, on both
the internal and external walls (Figure 3).

Morphological and anatomical studies of the
genus Clinopodium focus mainly on the description
of nutlets (Wood, 2011; Scandaliaris and Barboza,
2013), with few references to the characteristics
of the fruiting calyx. This study provides relevant
information on that character for C. mexicanum
that may serve as a basis for use and management in
cultivation. Regarding the presence of the trichome
ring at the base of the calyx teeth (lobes), this is not
a diagnostic character of the genus Clinopodium
(Harley ez al., 2004), but it can be used as a distinctive
and constant botanical and taxonomic descriptor for
the species.

Regarding the presence of glands on the outer
walls of the calyx, these glands containing essential
oils in leaves and stems are a common character of
the family Lamiaceae (Harley ez 4l., 2004), including
the genus Clinopodium (Gonzdlez-Gallegos er al.,
2017; Tapia et al., 2017). Because no specific tests
on the presence or function of essential oils were
performed in this study. Thus, it can only be inferred
that they may function as defense against herbivores
or microorganisms, as well as pollinators attraction

(Pichersky and Raguso, 2016).
Weight

The 100 fruiting calyxes of the Sombrerete
population weighed 0.245 g, which is equivalent
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los célices y obtener las niculas; y en el futuro desa-
rrollar estindares de calidad para su comercializacion.

Caracterizacién morfolégica de las niculas
Tamano

Las nuculas de la poblacién Sombrerete presenta-
ron intervalo de anchura 0.50 - 1.00 mm y longitud
1.00 - 1.90 mm, con promedio de 0.86 x 1.57 mm
(anchura x longitud). Las ntculas de la poblacién
Maguey Verde mostraron intervalos de anchura 0.50
- 1.00 mm y longitud 1.30 - 2.00 mm, y en prome-
dio midieron 1.10 x 1.72 mm (anchura x longitud).
De acuerdo con la prueba de t, la diferencia en longi-
tud de las semillas entre poblaciones fue significativa
(t= 2.8324; p= 0.0063). En el caso de la anchura de
las semillas entre las poblaciones la diferencia no fue
significativa (t= 0.6145; p= 0.5413) (Figura 4).

La descripcién del tamano de las unidades de dis-
persion de cualquier especie (ndculas en el caso de
C. mexicanum) es informacién importante, desde el
punto de vista taxonémico y agronémico. En la lon-
gitud de ndcula entre las poblaciones colectadas exis-
tié diferencia significativa, lo cual indica que factores
extrinsecos pueden afectar este cardcter descriptor.
Sin embargo, el estudio no tuvo como objetivo co-
rrelacionar el tamano de las niculas con los factores
ambientales ni con las caracteristicas del suelo, por lo
tanto, no es posible aseverar dicha correlacién.

Forma y color

En ambas poblaciones, la forma de las niculas
fue elipsoidea y simétrica. El color de las nuaculas
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to an average weight of 0.245 x 107 g; that is, 408
fruiting calyxes per gram. The 100 fruiting calyxes
of the Maguey Verde population weighed 0.215 g,
which is equivalent to an average weight of 0.465 x
107 and 465 fruiting calyxes per gram. The weight
of the fruiting calyxes and their characteristics
can be a useful character for the design of tools or
equipment; and to define techniques that facilitate
processing the calyxes to obtain the nutlets; and
further also to develop quality standards for their
commercialization.

Morphological characterization of the nutlets
Size

The nutlets of the Sombrerete population showed
a width interval of 0.50 - 1.00 mm and length of
1.00 - 1.90 mm, with an average of 0.86 x 1.57
mm (width x length). Nutlets from the Maguey Verde
population showed intervals of width, 0.50-1.00 mm
and length, 1.30 - 2.00 mm; their average size was
1.10 x 1.72 mm (width x length). According to
the t-test, the difference in seed length between
populations was significant (t= 2.8324; p= 0.0063).
In the case of seed width between populations the
difference was not significant (t= 0.6145; p= 0.5413)
(Figure 4).

The description of the size of the dispersal units
of any species (nutlets in the case of C. mexicanum)
is important information, from a taxonomic and
agronomic point of view. There was a significant
difference in nutlet length among the populations
collected, which indicates that extrinsic factors may
affect this descriptor character. However, the study
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Figura 4. Diferencia de tamafo en niculas de C. mexicanum entre las poblaciones. A, longitud; B, anchura.
Figure 4. Difference in size of C. mexicanum nutlets between populations. A, length, B, width.
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se observé de café a negro con las tonalidades si-
guientes: 5YR3/2, 2.5Y5/4, 5YR3/4, 7.5YR4/2 y
2.5YR3/4 (Munsell, 2011). Al comparar los resulta-
dos con reportes preliminares sobre la fenologia de la
especie® se confirmo la presencia de ndculas maduras
e inmaduras en la misma época. La forma y el co-
lor son caracteres relevantes ya que son descriptores
morfolégicos y agronémicos de esta especie, ttiles
para propagacion y cultivo.

Cubierta

La cubierta de las niculas presenté ornamenta-
cién reticulada redondeada-radiada y estrias cuticu-
lares concéntricas. El hilo cdrpico se ubicé en la cara
ventral hacia la base de la nticula. La areola o zona pe-
rihilar presenta ceras epicuticulares de tipo cristaloide
esférico y prismdticas, estas ultimas muy escasas. Las
ceras epicuticulares le confieren un color blanqueci-
no en esa zona a las ndculas (Figura 5).

En la familia Lamiaceae, las caracteristicas en la
cubierta de las ndculas se asocian con su dispersion.
Los estudios llevados a cabo en algunas especies de
Mentha, muestran que las ornamentaciones de tipo
reticulada y estriada permiten que las superficies de
las nticulas acumulen aire y esto le confiere la capaci-
dad de flotar en agua corriente. Estas caracteristicas
en la ornamentacidn se relacionan con dispersién por
nautocoria (Bonzani et 4/, 2011). Los resultados de
este estudio indicaron que las ntculas C. mexicanum
se dispersan por nautocoria, debido a que la cubierta

= a e
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did not aim to correlate the size of the nutlets with
environmental factors or soil characteristics, therefore
it is not possible to assert such correlation.

Shape and color

In both populations, the shape of the nutlets was
ellipsoid and symmetrical. The color of the nutlets
was observed to be brown to black with the following
shades: 5YR3/2, 2.5Y5/4, 5YR3/4, 7.5YR4/2 and
2.5YR3/4 (Munsell, 2011). Comparing the results
with the preliminary report on the phenology of
the species® confirmed the presence of mature and
immature nutlets at the same time. Shape and
color are relevant characters since they are useful
as morphological and agronomic descriptors of this
species for propagation and cultivation.

Shell

The shell of the nutlets presented rounded-
radiate reticulate ornamentation and concentric
cuticular striations. The abscission scar was located
on the ventral side towards the base of the nutlet. The
areola or perihilar zone presents epicuticular waxes
of spherical and prismatic crystalloid type, the latter
very scarce. The epicuticular waxes give a whitish
color to the nutlets in that area (Figure 5).

In the family Lamiaceae, the characteristics of the
shell of the nutlets are associated with their dispersion.
Studies carried out in some species of Mentha show

2000k~ 155mm . GZBSD

Figura 5. Cubierta de las niculas de C. mexicanum. A. Cubierta reticulada redondeada-radiada, estrias cuticulares concéntricas.

B. Ceras epicuticulares en la zona perihilar.

Figure 5. Shell of C. mexicanum nutlets. A. Rounded-radiate reticulate sheath, concentric cuticular striae. B. Epicuticular waxes

in the perihilar zone.
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reticulada les permite flotar sobre el agua. En refe-
rencia a la presencia de ceras epicuticulares en la base
de las naculas de C. mexicanum, es posible que su
funcién sea proteger la zona de emergencia radicular,
como lo inferido por Bonzani ez al. (2011) en su es-
tudio de algunas especies de Mentha.

Peso

En la recolecta de la poblacién de Sombrerete en
100 ntculas se obtuvo un peso de 0.039 g, lo cual
equivale a un peso promedio de 0.390x10? g y a
2507 nuculas por gramo. En la poblacién de Maguey
Verde, 100 ndculas registraron un peso de 0.033 g,
lo cual equivale a 0.330x107 g y a 2866 ndculas por
gramo. El registro del peso y la cantidad de nuiculas
por gramo es informacién importante para su comer-
cializacién. Los resultados de este estudio mostraron
una diferencia aproximada de 300 semillas por gra-
mo entre poblaciones. Las diferencias ambientales y
de suelo es probable que afecten el peso de las ni-
culas. Sin embargo, no se llevaron a cabo estudios
especificos que permitan aseverar dicha correlacién.

Pruebas de viabilidad de C. mexicanum

Las niculas de color negro presentaron 100%
de tincién en la prueba de tetrazolio y las nuculas
de color café 33% de tincién. Esto muestra que el
cambio de coloracién de café a negro es un indica-
dor de madurez, ya que 100% de ntculas tefiidas
equivale a 100% de viabilidad. También se observé
que las niculas de color negro se obtuvieron de ci-
lices persistentes color café, lo cual indica que existe
una relacién entre el color del céliz persistente y la
madurez de la nicula. Herndndez-Gémez y Miran-
da-Colin (2008) registraron esta relacién en Salvia
hispanica (chia). El color del cdliz persistente como
indicador de madurez y el porcentaje de viabilidad
de las semillas en las nticulas son caracteres utiles para
la germinacién de poleo verde, porque facilitan a los
productores la distincién entre niiculas maduras e in-
maduras (Figura 6) y podrdn servir para determinar
estandares de calidad para su comercio.

Pruebas de germinacién

Los resultados mostraron que el tratamiento de
temperatura con el cual se obtuvo el porcentaje de
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that the reticulate and striated ornamentations allow
the surfaces of the nutlets to accumulate air, and this
confers them the ability to float in running water.
These features in the ornamentation are related to
dispersal by nautochory (Bonzani ez /., 2011). The
results of this study indicated that C. mexicanum
nutlets are dispersed by nautocory, because the
reticulate shell allows them to float on water. In
reference to the presence of epicuticular waxes at the
base of C. mexicanum nutlets, it is possible that their
function is to protect the root emergence zone, as
inferred by Bonzani ez al. (2011) in their study of
some Ment

Weight

In the collection of the Sombrerete population, 100
nutlets had a weight of 0.039 g, which is equivalent to
an average weight of 0.390x10° g and 2507 nutlets
per gram. In the population of Maguey Verde, 100
nutlets had a weight of 0.033 g, which is equivalent
to 0.330x10° g and 2866 nutlets per gram. Records
of the weights and number of nutlets per gram is
important information for marketing. Results of
this study showed a difference of approximately 300
seeds per gram between populations. It is likely that
the weight of the nutlets is affected by environmental
and soil differences. However, no specific studies
were carried out that would allow this correlation to
be asserted.

Figura 6. Nuculas de C. mexicanum. El color café (izquierda)
indica nidculas inmaduras, mientras que el color
negro (derecha) indica niculas maduras.

Figure 6. Nutlets of C. mexicanum. The brown color (left)
indicates immature nutlets, whereas the black color
(right) indicates mature nutlets.
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germinacién mayor (93%) fue 28 °C; seguido del
tratamiento a 21 °C (89%). El tratamiento con por-
centaje de germinacién menor (83%) fue el de 15 °C
(Cuadro 2). De acuerdo con el modelo lineal gene-
ralizado, no se encontraron diferencias significativas
entre el tratamiento a 28 y 21 °C, ni tampoco entre
21 y 15 °C. Sin embargo, si hubo diferencia signifi-
cativa (p=0.05) entre los porcentajes de germinacién
a 28y 15 °C (Figura 7).

El tiempo de germinacién fue 12 d en promedio
para los tres tratamientos. La germinacién inicié en 4
d y terminé 16 d después del inicio de la prueba. El
porcentaje de germinacién mayor se observé entre 4
y 7 d (Figura 8).

Las unidades de dispersion (ndculas) de C. mexi-
canum son quiescentes ya que germinaron con las
condiciones ambientales adecuadas, sin necesidad
de algin tratamiento pre germinativo (Hartmann ez
al., 2011). Las tres temperaturas probadas estuvieron
dentro del intervalo térmico especifico, ya que en
las tres fue posible la germinacién. Las temperaturas
probadas no pueden considerarse como cardinales,
porque no se evalué la temperatura minima para la
germinacién. Adn asi, en este estudio se observé una
relacién directa entre el incremento de la temperatu-
ray el porcentaje de germinacién; similar a lo indica-
do por Hartmann ez al. (2011).

Los resultados mostraron las condiciones para el
mayor porcentaje de germinacion, lo cual favorece el
aprovechamiento de las nidculas para implementar
propagacion, produccién de plintulas y optimizar
tiempo en la cadena productiva. No obstante, estos
resultados s6lo son vélidos en sistemas de produccién
con condiciones ambientales controladas, y deberdn
validarse en sistemas de produccién tradicional en
campo. Las unidades de dispersién (nticulas) registraron

Viability tests of C. mexicanum

The black colored nutlets showed 100% staining
in the tetrazolium test and the brown colored nutlets
showed 33% staining. This shows that the change
in coloration from brown to black is an indicator of
maturity, since 100% of stained nutlets is equivalent
to 100% viability. It was also observed that black
colored nutlets were obtained from brown fruiting
calyxes, which indicates that there is a relationship
between the color of the calyx and the maturity of
the nutlet. Herndndez-Gémez and Miranda-Colin
(2008) recorded this relationship in Salvia hispanica
(or chia, in Spanish). The color of the fruiting calyx
as an indicator of maturity and the seed viability
percentage of the nutlets are useful characters for the
germination of C. mexicanum, because they make it
easier for producers to distinguish between mature
and immature nutlets (Figure 6) and may be further
used to determine quality standards for trade.

Germination tests

Results showed that the temperature treatment
with the highest germination percentage (93%) was
28 °C, followed by the 21 °C treatment (89%). The
treatment with the lowest germination percentage
(83%) was 15 °C (Table 2). According to the
generalized linear model, no significant differences
were found between the treatment at 28 and 21 °C,
nor between 21 and 15 °C. However, there was a
significant difference (p=<0.05) between germination
percentages at 28 and 15 °C (Figure 7).

Germination time averaged 12 d for the three
treatments. Germination started at 4 d and ended
16 d after starting the test. The highest germination

Cuadro 2. Germinacién (%) y tiempo (d) en que las niiculas de C. mexicanum

alcanzaron 10 (t 10) y 50% (t 50) de germinacién por tratamientos.

Table 2. Germination (%) and time (d) in which C. mexicanum nutlets reached
10 (t 10) and 50% (t 50) germination per treatment.

Tratamiento Germinacién Tiempo de germinacién (d)
T (%) ¢ (10) t(50)
28°C 93a 42a 62a
21°C 89 ab 4.0a 5.1b
15°C 83b 5.3b 74c

Medias con literal distinta indican diferencia significativa (p=<0.05). # Means with
different literals indicate significant difference (p=<0.05)
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Figura7. Germinacién (%) de C. mexicanum en los trata-
mientos de temperatura.

Figure 7. Germination (%) of C. mexicanum in temperature
treatments.

germinacién >80% en los tres tratamientos en pre-
sencia de fotoperiodo 12:12 h (luz/oscuridad). Esta
informacién podria servir para adaptar técnicas en
campo a pequena escala, como cubrir los semilleros o
charolas de germinacién con coberturas de color os-
curo, para simular el fotoperiodo en campo y obtener
porcentajes de germinacion similares.

Los objetivos de este estudio no incluyeron com-
probar la presencia de mixocarpia. Sin embargo, se
observé la presencia de mucilagos en las niculas de
C. mexicanum al entrar en contacto con el agua (im-
bibicién de las niculas) durante las pruebas de viabi-
lidad antes de la germinacién. Por lo cual es posible
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percentage was observed between 4 and 7 d (Figure
8).

The dispersal units (nutlets) of C. mexicanum are
quiescentsince they germinated under the appropriate
environmental conditions, without the need of any
pre-germinative treatment (Hartmann ez al., 2011).
The three temperatures tested were within the specific
thermal range, as germination was possible at all
three. The temperatures tested cannot be considered
as cardinal, because the minimum temperature for
germination was not evaluated. Even so, in this study
a direct relationship between temperature increase
and germination percentage was observed; similar to
what was indicated by Hartmann ez a/. (2011).

The results showed the conditions for the highest
germination percentage, which favors the use of
the nutlets to implement propagation, seedling
production and optimize time in the production
chain. However, these results are only valid in
production systems with controlled environmental
conditions and should be validated in traditional
field production systems. The dispersal units (nutlets)
showed >80% germination in the treatments
exposed to a 12:12 h photoperiod (light/dark). This
information may be used to adapt small-scale field
techniques, such as covering the seedbeds with shade
cloth or germination trays with dark lids to simulate
the photoperiod in the field, in order to obtain
similar germination percentages.

The objectives of this study did not include
testing for the presence of myxocarpia. However, the
presence of mucilage was observed in C. mexicanum
nutlets upon contact with water (nutlets imbibition)

Tratamientos (T)
+ 28°C
- 21°C
- 15°C

15 20

Tiempo (d)

Figura 8. Tiempo transcurrido hasta 10 y 50% germinacién (t 10 y t 50) con niculas de C. mexicanum.
Figure 8. Elapsed time to 10 and 50% germination (t 10 and t 50) with C. mexicanum nutlets.
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inferir que C. mexicanum es una especie mixocdrpica.
La observacion es relevante, debido a que la mixocar-
pia es comun en la subfamilia Nepetoideae, pero no
se presenta en todas las especies del género Clinopo-
dium (Scandaliaris y Barboza, 2013).

La funcién del mucilago en las ndculas de la fami-
lia Lamiaceae atin no se determina completamente.
Algunos autores indicaron la tendencia entre las espe-
cies que viven en ambientes himedos a no presentar
mucilago, mientras que otros autores sugirieron que
el mucilago protege a las semillas de la desecacién y
forma un microclima que incrementa el porcentaje
de germinacién (Bonzani ez al., 2011). Si estas infe-
rencias en relacién con la humedad se consideraran
en el proceso de propagacién y cultivo de C. mexi-
canum, los riegos deberfan mantenerse a saturacién
para una germinacién éptima.

Protocolo de propagacién

Las condiciones éptimas para la germinacién de
las semillas de C. mexicanum se incluyen a continua-
cién a manera de ficha técnica, con base en este es-
tudio. El método de germinaci6n se ajusté para utili-
zarse en invernadero o casa sombra, con las siguientes
recomendaciones: 1) sustrato de germinacién sugeri-
do en recomendaciones preliminares®, 50% arena +
50% lombricomposta, para facilitar buen drenaje, 2)
agua corriente, con los valores permitidos por la FAO
para agua de uso agricola (Carrazén-Alocén, 2007) y
3) en charolas de germinacién o semilleros. Ademas,
cubrir los semilleros con tapas para incrementar la
temperatura; sembrar en los meses mds cdlidos del
afo porque las semillas en las niiculas mostraron el
mayor porcentaje de germinacién a 28 °C. También,
mantener el riego diario a saturacién y de ser necesa-
rio regar dos veces al dia en temporada de calor; utili-
zar sistemas de riego por aspersién fina para evitar la
pérdida de las niculas, debido a su tamafo.

Informacién de la especie
Nombre cientifico:  Clinopodium — mexicanum
(Benth.) Govaerts. Algunos nombres comunes: po-
leo, poleo verde, hierba del borracho, toronjil de
monte y toronjil de menta. Familia: Lamiaceae. Ori-
gen: México. Usos: aperitivo, digestivo y medicinal;
sedativo, analgésico, ansiolitico, antinociceptivo.
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during viability tests prior to germination.
Therefore, it is possible to infer that C. mexicanum
is a myxocarpic species. This observation is relevant,
because myxocarpy is common in the subfamily
Nepetoideae, but does not occur in all species of
the genus Clinopodium (Scandaliaris and Barboza,
2013).

The function of mucilage in the nutlets of the
family Lamiaceae is not yet fully determined. Some
authors indicated a trend among species living in
humid environments to lack mucilage, while other
authors suggested that mucilage protects seeds from
desiccation and forms a microclimate that increases
the germination percentage (Bonzani ez al., 2011).
If these inferences regarding moisture were to be
considered in the propagation and cultivation process
of C. mexicanum, irrigations should be maintained at
saturation for optimal germination.

Propagation protocol

The optimal conditions for germination of C.
mexicanum seeds are included below as a technical
data sheet, based on this study. The germination
method was adjusted for use in a greenhouse or
shade house, with the following recommendations:
1) germination substrate preliminary tested by
the author’, 50% sand + 50% vermicompost, to
facilitate good drainage, 2) tap water, with the values
allowed by FAO (Carrazén-Alocén, 2007) and 3) in
germination trays or seedbeds. In addition, cover the
seedbeds with shade cloth to increase temperature;
sow in the warmest months of the year because the
seeds in the nutlets showed the highest germination
percentage at 28 °C. Also, maintaining daily
irrigation at saturation and if necessary, irrigate twice
a day during the hot season, using sprinkler light
irrigation systems to avoid the loss of the nutlets, due
to their size.

Species information

Scientific name: Clinopodium mexicanum (Benth.)
Govaerts. Some common names (in Spanish) poleo
verde, hierba del borracho, toronjil del monte and
toronjil de menta. Family: Lamiaceae. Origin:
Mexico. Uses: aperitif, digestive and medicinal,
sedative, analgesic, anxiolytic, antinociceptive.
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Caracteres diagnésticos y procedimiento para re-
colecta

Arbusto con tallos pubescentes, hojas opuestas,
ovaladas, glabras, con margen aserrado; flores solita-
rias, de cdliz tubular y corola anaranjada dividida en
dos labios con cuatro estambres sobresalientes. Cor-
tar con tijeras de poda, sélo las ramas que presenten
cdlices persistentes, almacenar el material en bolsas de
papel y separar las ndculas en tamiz metdlico 2mm.
La época de recolecta puede ser durante todo el afio.
Como material de propagacién, cortar sélo cdlices
persistentes cafés (semi-secos) para obtener nuculas
negras (maduras).

Descripcion de célices persistentes y niculas

Cilices persistentes. Forma cilindrica, con cinco o
16bulos o dientes en el dpice; tonalidad verde en fres-
co y café en seco; tamafio promedio, 1.6 x 6.7 mm
(anchura x longitud); peso, 436.5 cilices persistentes
por gramo.

Nuculas. Elipsoideas y simétricas, café (inmaduras)
a negro (maduras); cufa blanquecina en la base; ta-
mafo promedio, 0.8 x 1.6 mm (anchura x longitud);
peso: 2686.5 ntculas por gramo.

Almacenamiento y tratamiento pre germinativo

Los cilices persistentes y ntculas se deben colo-
car en frascos pequefios (100 mL) con tapa. Reco-
mendaciones: agregar un sobre de silica gel al interior
para reducir la humedad y conservar en buen estado
las muestras; mantener los frascos en condiciones de
sombra a temperatura y humedad ambiental. No es
necesario ninglin tratamiento pre germinativo. La
viabilidad observada (en porcentaje, %) de las uni-
dades de dispersién fue 33% en nuculas color café y
100% en ntculas color negro.

Método y condiciones controladas para germina-
cién (laboratorio)

Contenedor: cajas Petri de vidrio, desinfectadas, sin
tapa. Sustrato: algodén. Humedad ambiental: 30%.
Fotoperiodo: 12:12 h luz/oscuridad. Riego: diario a
saturacién, con agua destilada. Temperatura: 28 °C.
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Diagnostic characters and collection procedure

Shrub with pubescent stems, opposite leaves,
oval, glabrous, with serrated margin; solitary flowers,
tubular persistent fruiting calyx and orange corolla
divided into two lips with four protruding stamens.
Cut with pruning shears only the branches with
fruiting calyxes, store the material in paper bags and
separate the nutlets in a metal sieving mesh (2mm).
Nutlets can be collected season can be throughout
the year. As propagation material, cut only brown
(semi-dry) fruiting calyxes to obtain black (mature)
nutlets.

Description of fruiting calyxes and nutlets

Fruiting calyxes. Cylindrical shape, with five lobes
or teeth at the apex; shade green when fresh and
brown when dry; average size, 1.6 x 6.7 mm (width
x length); weight, 436.5 fruiting calyxes per gram.

Nutlet. Ellipsoid and symmetrical, brown (immature)
to black (mature); whitish wedge at base; average

size, 0.8 x 1.6 mm (width x length); weight: 2686.5
nutlets per gram.

Storage and pre-germination treatment

Fruiting calyxes and nutlets should be placed in
small vials (100 mL) with lids. Recommendations:
add an envelope of silica gel in the interior to
reduce humidity and preserve the samples in good
condition; keep the vials in shaded conditions at
room temperature and humidity. No pre-germinative
treatment is necessary. The observed viability
(percentage, %) of the dispersion units was, 33% in
brown nutlets and 100% in black nutlets.

Method and controlled conditions for germination
(laboratory)

Container: glass Petri dishes, disinfected, without
lid. Substrate: cotton. Ambient humidity: 30%.
Photoperiod: 12:12 h light/dark. Irrigation: daily at
saturation, with distilled water. Temperature: 28 °C.
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Método operativo y condiciones de germinacién
(en invernadero o casa sombra) Contenedor: cha-
rolas de germinacién o semilleros. Sustrato: 50%
arena + 50% lombricomposta o Peat moss. Riego: a
saturacion, por aspersién con agua corriente. Epoca
de siembra: a partir de abril y mayo (segtn la regién
de la recolecta) para aprovechar las temperaturas mds
altas. El uso de recubrimientos o domos es aconse-
jable para incrementar la temperatura del semillero;
asi como mantener la humedad y dar seguimiento
constante para prevenir la deshidratacién.

Germinacién

Inicio: 4 d después de la siembra. Promedio (50%
germinacién): 6 d después de la siembra. Término:
16 d después de la siembra. Porcentaje méximo de
germinacién: 93%. El tiempo y porcentaje de germi-
nacién estdn sujetos al manejo de las condiciones am-
bientales y a la viabilidad de las ndculas colectadas.

CONCLUSIONES

El estudio destacé algunos caracteres botdnicos
relevantes de la familia Lamiaceae en los 6rganos y
estructuras reproductivos de Clinopodium mexica-
num para usarlos con un enfoque agronémico. Du-
rante las etapas fenoldgicas floracién y fructificacién,
el ciliz permanece en la planta. Las niculas son las
unidades de dispersién, pues aparentan y cumplen
la funcién de semillas, aunque por su anatomia son
frutos.

Este es el primer reporte detallado de los caracte-
res botdnicos, tamafo, forma, color, cubierta y peso
de cdlices persistentes y nutculas de C. mexicanum.
Ademis, se aport6 evidencia de la relacién entre el
color de cdlices persistentes y ndculas respecto a esta-
do de madurez. También se recabé informacién eco-
l6gica sobre dispersién y germinacién, como inferir
la presencia de nautocoria y mixocarpia. Las unida-
des de dispersién (ntculas) no necesitan tratamiento
pre germinativo. El aumento en la temperatura du-
rante la germinacién causé incremento directo en el
porcentaje de germinacidn.

Por ultimo, se disené un protocolo de germina-
cién completo, el cual incluye la identificacién de
la especie en campo, métodos de colecta, almace-
namiento y recomendaciones prdcticas para iniciar
la propagacién de la especie en invernadero o casa
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Propagation method and germination conditions
(greenhouse or shade house)

Container: germination trays or seedbeds. Substrate:
50% sand + 50% vermicompost or Peat moss.
Irrigation: saturation, by aspersion with tap water.
Sowing time: from April and May (depending on
the collection site) to take advantage of highest
temperatures. The use of covers or domes is advisable
to increase the temperature of the seedbed; as well
as maintaining humidity and monitoring to prevent
dehydration.

Germination

Start: 4 d after sowing. Average (50% germination):
6 d after sowing. Term: 16 d after sowing. Maximum
germination percentage: 93%. The time and
percentage of germination depend on environmental
conditions, management and the viability of the
collected nutlets.

CONCLUSIONS

The study focused on some botanical characters
of the Lamiaceae family in the reproductive organs
and structures of Clinopodium mexicanum aiming
at an agronomic approach. During the phenological
stages of flowering and fruiting, the calyx remains on
the plant. The nutlets are the dispersal units, since
they look like seeds and function as propagation
units, although anatomically they are fruits.

This is the first detailed report on the botanical
characters, size, shape, color, shell and weight
of fruiting calyxes and nutlets of C. mexicanum.
Evidence was also provided on the relationship
between the color of the fruiting calyxes and nutlets
in regard to maturity stage. Ecological information
on dispersal and germination was also collected,
such as inferring the presence of nautochory and
myxocarpia. The dispersal units (nutlets) do not
require pre-germinative treatment. The increase
in temperature during germination caused direct
increase in germination percentage.

Finally, a complete germination protocol was
designed. It includes the identification of the species
in the field, collection methods, storage and practical
recommendations to initiate the propagation of
the species in a greenhouse or shade house. This
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sombra. Esta informacién es relevante para la conser-
vacién de la especie porque en la actualidad se extrae
de poblaciones silvestres sin plan de manejo y sin re-
gistros de propagacién ni cultivo.
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RESUMEN

El grado de tecnificacién y las condiciones de produccién del
cultivo de café (Coffea arabica) en los paises productores difie-
ren unas de otras; pero comparten los bajos precios del grano
en el mercado como problema en particular. Las mermas en la
produccién agravan las pérdidas, porque la roya del café es la
enfermedad de mayor importancia econdémica. El objetivo de
este estudio fue examinar el manejo tradicional del cultivo de
café respecto al control de la roya en las pequenas unidades de
produccién en la regién Tierradentro, departamento del Cauca,
Colombia, e identificar las problemdticas principales para disefiar
lineas de accién para solventarlas. La metodologia consistié en la
seleccion de unidades de produccién por medio de un muestreo
intencional o de conveniencia, con aplicacién de entrevistas se-
miestructuradas y el andlisis de la informacién se realizé con es-
tadistica descriptiva. Los resultados obtenidos indicaron que los
productores contintan con el sistema de produccién tradicional
e incorporan prdcticas agrondmicas para incrementar el rendi-
miento y mejorar la calidad del grano. Por ejemplo, la renovacién
con variedades resistentes a la roya, aplicacién de fertilizantes,
andlisis de suelos, plantacién en sombra y limpieza del cafetal. El
problema principal identificado fue el costo alto de los insumos y
los precios bajos del café en el mercado. Por lo tanto, se concluye
que el cultivo tradicional del café en conjuncién con la adopcién
de otras pricticas agricolas logré modificar la jerarquia de los
problemas al enfrentar la importancia de la roya, debido a que

permiti6 controlar la incidencia de la enfermedad en los cafetales.
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ABSTRACT

‘The degree of technification and the conditions for the production
of coffee (Coffea arabica) in producing countries differ from one
to another, although they share low prices for the grain in the
market as a particular problem. The decrease in production
aggravates losses, since coffee rust is the disease with the greatest
economic importance. The aim of this study was to examine the
traditional management of the coffee crop regarding the control
of rust in small production units in the region of Tierradentro,
department of Cauca, Colombia, as well as to identify the
main problems in the design of lines of action to solve them.
The methodology consisted in selecting production units, using
an intentional or convenience collection of samples, with the
application of semi-structured interviews, and the information
was analyzed using descriptive statistics. The results obtained
indicated that farmers continue using the traditional farming
system and incorporate agronomic practices to increase yields
and improve grain quality. Such practices include renovation
of the coffee plantation with rust-resistant varieties, the use of
fertilizers, soil analysis, planting under shade and cleaning the
plantation. The main problem identified was the high cost of
inputs and the low prices of coffee in the market. We therefore
conclude that the traditional coffee plantation methods, along
with the adoption of others agricultural practices, helped to
modify the hierarchy of the problems by facing the importance
of rust, since it allowed to control the incidence of the disease in

the coffee plantations.

Key words: traditional coffee plantation, Coffea arabica, small-
scale production units, orange rust, Hemileia vastatrix, traditional

agricultural practices.
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Palabras clave: cultivo tradicional de café, Coffea arabica, peque-
fias unidades de produccion, roya anaranjada, Hemileia vastatrix,

prdcticas agricolas tradicionales.
INTRODUCCION

a epidemia de roya del cafeto, enfermedad

causada por el hongo Hemileia vastatrix, ha

sido motivo de preocupacién constante para
los colombianos. Desde su aparicién en Brasil en
1970, Colombia tomé una serie de acciones encami-
nadas a afrontar la llegada del patégeno. En principio
se orientd al desarrollo cientifico a través del Centro
Nacional de Investigaciones en Café (CENICAFE)
y a la preparacién constante de los productores para
reconocer este patogeno en el campo. Asimismo, se
entregd una variedad resistente nueva, llamada Co-
lombia, junto con un paquete tecnolégico basado en
fungicidas para su control (Buriticd, 2010). Sin em-
bargo, hoy se sabe que el hongo superd la resistencia
de las variedades consideradas genéticamente resis-
tentes, lo cual mantiene constante la problemadtica de
mermas en el rendimiento (Renard y Larroa, 2017).

De acuerdo con Buriticd (2010), Hemileia vasta-
trix es uno de los patégenos mds investigados por la
ciencia agronémica. Sin embargo, a pesar de la lucha
contra esta enfermedad no se ha podido erradicar en
los paises productores. Por lo tanto, ain quedan va-
cios de conocimiento para comprender su compor-
tamiento en el ambiente colombiano. Ya que el cafe-
to es una planta de naturaleza tropical, es necesario
realizar investigaciones iz situ en los paises donde se
cultiva, por lo cual esta investigacién se llevé a cabo
con traslados al territorio Caucano. A pesar de que
en Colombia ya se cuenta con material genético resis-
tente, con buena productividad y calidad del grano;
todavia tres cuartas partes del drea sembrada con café
tiene variedades susceptibles expuestas al patégeno
causante de la roya. La severidad del ataque depende
de las condiciones ambientales, del manejo agroné-
mico del cultivo y una epidemia severa puede afectar
la produccién de manera importante (Rivillas ez 4/,
2011).

Ante este escenario se opt6 por un control basa-
do en el manejo tradicional de los cafetales aunado
al estudio del ciclo biolégico del hongo para la inte-
rrupcién oportuna de su ciclo de vida. El fin es evi-
tar porcentajes de infeccién altos; llegar a lograr una
convivencia con el hongo, sin que existan mermas
importantes en la produccién. Al respecto, Castillo-
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INTRODUCTION

he epidemic of coffee rust, a disease caused

by the fungus Hemileia vastatrix, has been

a constant concern for Colombians. Since
its appearance in Brazil in 1970, Colombia took a
series of actions to face the arrival of the pathogen.
It initially targeted scientific development via the
National Coffee Research Center (Centro Nacional
de Investigaciones en Café - CENICAFE) and
the constant training of farmers to recognize this
pathogen in the field. Likewise, a new and resistant
variety was delivered, called Colombia, along with a
fungicide-based technology package for its control
(Buriticd, 2010). However, it is a well-known fact
that the fungus overcame the resistance of varieties
considered genetically resistant, which keeps yield
reductions as a constant problem (Renard and
Larroa, 2017).

According to Buriticd (2010), Hemileia vastatrix
is one of the most widely researched pathogens in
agricultural science. However, despite the struggle
against this disease, it is not eradicated yet in coffee
producing countries. Therefore, gaps in knowledge
still exist to understand its behavior in the Colombian
environment. Because the coffee plant is tropical in
nature, research must be carried out 7z situ in the
countries where it is produced, which is why this
investigation was carried out with trips to Cauca.
Although Colombia already has resistant genetic
material, with good productivity and grain quality,
three quarters of the coffee-producing areas have
susceptible varieties exposed to the pathogen that
causes rust. Severity of the attack depends on the
environmental conditions, agronomic management,
and a severe epidemic may seriously affect production
(Rivillas et 4/, 2011).

Considering this scenario, a control based on
traditional management of coffee plantations is
used, along with the study of the biological cycle
of the fungus for the opportune interruption of its
life cycle. The goal is to avoid high infection rates,
to coexist with the fungus without this leading to
important reductions in production. In this regard,
Castillo-Ponce (2013) carried out studies in coffee-
growing areas in Mexico and proved that, with an
accurate and strict management schedule, pathogenic
reproduction rates can be reduced.

Traditional knowledge is the “know-how” of
an adequate agricultural management, since it
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Ponce (2013) realizé estudios en zonas cafetaleras de
México y aporté evidencia de que con un calendario
preciso de manejo estricto, se pudo disminuir el nivel
de reproduccién del patdgeno.

El conocimiento tradicional se conceptualiza
como el “saber hacer” un manejo agronémico ade-
cuado, al considerar las condiciones climdticas y am-
bientales de las zonas manejadas. Este conocimiento
forma parte de la cosmovisién de los productores
dentro de su nucleo poblacional. Y también es im-
portante la labor de los técnicos capacitados en el
tema, quienes aportan conocimiento reciente en el
desarrollo de tecnologias alternativas para la mitiga-
cién de los danos causados por el hongo de la roya
(Martinez-Lépez et al., 2019).

Dicho personal técnico estd presente en la regién
Tierradentro a través de la Asociacién Campesina de
Inz4 Tierradentro (ACIT). Esta es una organizacién
sin fines de lucro que ha trabajado muchos afos de
la mano con los campesinos para lograr mejoras en
los sistemas de produccién agricola e integracién con
otras actividades para la generacién de alimentos. La
asociacién tiene presencia en cinco zonas del muni-
cipio de Inz4 con un equipo de extensionistas prepa-
rados para brindar orientacién a los productores en
cada actividad. El dmbito geografico de la organiza-
cién abarca las dreas: zona Occidente, zona Turmind,
zona San José, zona Pedregal y el Parque Arqueoldgi-
co de San Andrés (ACIT, 2004).

Con el apoyo de ACIT vy la premisa de que los
productores poseen conocimiento tradicional que
aplican a través de précticas agricolas propias en el
cultivo, como cuidado del suelo, limpieza del cafetal
e incorporacion de sombra; aun en las variedades tra-
dicionales se puede mitigar los dafios causados por la
roya del café. El objetivo de este estudio fue examinar
el manejo tradicional del cultivo de café relativo al
control de la roya en las pequefas unidades de pro-
duccién en la region Tierradentro, departamento del
Cauca, Colombia, e identificar sus problemas princi-
pales para proponer lineas de accién para resolverlos.

MATERIALES Y METODOS

La organizacién agraria de la Republica de Colombia estd di-
vidida en 32 departamentos, los cuales se dividen en municipios.
Los municipios estdn conformados por veredas y en éstas conflu-
yen los resguardos ocupados por indigenas y los campesinos cuya

propiedad es privada. En este contexto, la regién de Tierradentro
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considers weather and environmental conditions
of the managed areas. This knowledge is part of
the cosmovision of the farmers in their population
nucleus. The work of technicians trained on the
topic is also important, since they provide recent
knowledge on the development of alternative
technologies to mitigate damages caused by the rust
fungus (Martinez-Lépez ez al., 2019).

This technical staff participate in the Tierradentro
region, via the Inz4 Tierradentro Farmers Association
(ACIT). This is a non-profit organization that
has worked for many years hand-in-hand with
farmers to achieve improvements in agricultural
farming systems, integrating other activities for
food production. The association is present in five
areas of the municipal area of Inz4, with a team of
extension agents, trained to provide guidance to
farmers in each activity. The geographic scope of the
organization covers the areas of Occidente, Turmini,
San José, Pedregal and the San Andrés Archacological
Park (ACIT, 2004).

With the support of the ACIT and the premise that
farmers have traditional knowledge that they apply
as agricultural practices typical for the crop, such as
soil conservation, cleaning coffee plantation and the
use of shade-trees, even in those common varieties,
damages caused by coffee rust can be reduced. The
aim of this study was to examine the traditional
management of coffee plantations regarding the
control of rust in small-scale production units in
the Tierradentro region, department of Cauca,
Colombia, and to identify their main problems in
order to propose lines of action towards problems
solutions.

MATERIALS AND METHODS

The agrarian organization of the Republic of Colombia is
divided into 32 departments, which are divided into municipal
areas. These are composed of “veredas” (counties) in which there
is a convergence of lands occupied by indigenous people and
farmers, whose land tenure is private. In this context, the region
of Tierradentro is composed of two municipal areas, Inzd and
P4ez. The territory is located in southwestern Colombia, on the
eastern slope of the Central Andes Range and it belongs to the
Magdalena River basin.

The basin has an extension of approximately 6000 km?
delimited in the north by the Nevado del Huila volcano,
which has a height of 5756 m; in the west, by the edges of
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estd conformada por dos municipios, Inzd y Pdez. El territorio
estd ubicado en el sur occidente de Colombia, en la vertiente
oriental de la Cordillera Central de los Andes y pertenece a la
cuenca hidrografica del rio Magdalena.

La cuenca tiene una extensién aproximada de 6000 km?* de-
limitados al norte por el nevado del Huila, alticud 5756 m; al oc-
cidente por los filos de la Cordillera Central, Moras, Las Delicias
y Guanacas; al sur y al oriente por el limite departamental del
Huila (Puerta, 1987). El parteaguas del poligono triangular es el
nevado del Huila (Figura 1). Tierradentro es una regién acciden-
tada y compleja, caracterizada por profundas depresiones geogri-
ficas. Debido a sus dimensiones y a su ubicacién geogréfica, pre-
senta una gran variedad de climas, desde el templado frio hasta
llegar al piramo. Las temperaturas y los niveles de precipitacién
varfan segin la altitud y la época del afo (Mdrquez-Diaz, 2009).

El estudio se realizé con el enfoque cualitativo (Herndndez er
al., 2010). De acuerdo con este método, la recoleccién de datos
derivé de fuentes de informacién diversas (Figura 2). La observa-
cién participante se utiliza para identificar conflictos en la comu-
nidad al evaluar necesidades y problemas. Asi como determinar
los medios para involucrar a las personas en la solucién de las
necesidades principales identificadas (Santoyo et al., 2002).

El andlisis de esta informacién cualitativa se realizé a través
de jerarquizacién con tablas dindmicas en Excel durante 2018.
Para la seleccién de la muestra de productores de café, se usé la
técnica de muestreo intencional o por conveniencia. Debido a
que el estudio se enfocé en la produccién de café con manejo tra-
dicional, los productores elegidos cumplian con las caracteristicas
siguientes: tener al café como cultivo principal, realizar practicas
agricolas tradicionales y no poseer mds de cinco hectdreas.

La técnica de muestreo por conveniencia permite elegir
personas informantes con las caracteristicas deseadas segtn el

objetivo de la investigacién (Santoyo er al., 2002); en nuestro

the Central Andes, Moras, Las Delicias and Guanacas; to the
south and west, by the departmental limits of Huila (Puerta,
1987). The watershed of the triangular polygon is the Nevado
del Huila (Figure 1). Tierradentro is an uneven and complex
region, characterized by deep geographic depressions. Due to
its dimensions and geographic location, it has a wide variety of
climates, from temperate cold to the moors. Temperatures and
rainfall levels vary depending on the altitude and time of the year
(Mérquez-Diaz, 2009).

The study was carried out using a qualitative approach
(Herndndez er al, 2010). According to this method, the
collection of data came from diverse information sources (Figure
2). Participant observation was used to identify conflicts in the
community by evaluating needs and problems, as well as to
determine those methods to get people involved in the solutions
to the main needs identified (Santoyo e /., 2002).

The analysis of this qualitative information was carried out
by hierarchical organization of data using Excel pivot tables in
2018. To select the sample of coffee producers, an intentional
or convenience sampling method was used. Since the study was
focused on traditionally managed coffee production, the farmers
selected had the following characteristics: coffee was their main
crop, they carried out traditional agricultural practices and to be
owners of no more than five hectares.

The convenience sampling method helps to select informers
with the desired characteristics according to the aim of the
research (Santoyo ez al., 2002); in our case, crop management
to control coffee rust. Thirty two small-scale coffee farmers were
selected, owners of lands with less than 5 ha of coffee plantations
with Arabica and other varieties susceptible to orange rust. In
the region, the coffee production system is diversified with other
crops such as sugarcane and pitahaya (Selenicereus megalanthus);

this was a common characteristic of all interviewees.

Figura 1. Localizacién de la regién Tierradentro, Cauca, Colombia (CEMTUR, 2018).
Figure 1. Location of the Tierradentro region, Cauca, Colombia (CEMTUR, 2018).
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Fuente de
informacion

Entrevistas Entrevistas Evaluacion de
semiestructuradas abiertas a experiencias
a productores actores clave directas con el
de café en la cadena personal técni-
productiva del codela ACIT
café en la zona
de estudio
Proceso de
produccion — l —
del cultivo Participacion Practicas
del productor ..
tradicio-
en la cadena
. nales en el
productiva .
cultivo
Acceso a los
apoyos

Interaccion Observacion Revision
con las participante documental
comunidades
Saberes sobre Proceso de Zona de
el cultivo de produccion del estudio.
café y su inte- cultivo de café. La produccion
raccion con el Participacion de café
ambianecte familiar La cadena
productiva

Figura 2. Fuentes principales de informacién para la investigacién en campo.
Figure 2. Main sources of information for the field survey.

caso, el manejo del cultivo para combatir la roya del café. Treinta
y dos pequefios productores de café convencional se eligieron,
todos con menos de 5 ha plantadas con café ardbigo y varieda-
des susceptibles a la roya anaranjada. En la regién, el sistema de
produccién del café se diversifica con otros cultivos como cafa
y pitahaya (Selenicereus megalanthus); ésta fue una caracteristica
comun entre los entrevistados.

Las zonas de influencia de la ACIT seleccionadas en el marco
del estudio regional fueron, zona Occidente, zona Turmind, zona
San José y zona Pedregal, seleccionadas con base en su estructura
productiva. Las entrevistas dirigidas se aplicaron con la visita a
cada productor en su domicilio, ademds de realizar recorridos
por las parcelas de café, con otros cultivos como la cana panelera
y la pitahaya . La estructura de las entrevistas a productores fue
la siguiente: 1. Datos de la unidad de produccién; II. Datos de la
parcela de café; III. Saberes y pricticas agricolas para el control
de la roya.

También se seleccionaron cinco informantes clave con la
metodologfa de bola de nieve (Santoyo ez al., 2002); se tomé
en cuenta la participacién en la cadena productiva del café, la
experiencia y el tiempo de trabajo en la regién. Asi como la capa-
cidad de gestion para lograr una integracién entre los pequefios
productores y los distintos eslabones de la cadena productiva.
Un informante se eligi6 a nivel de produccién primaria, otro a
nivel de la transformacién del grano, uno més a nivel de la co-
mercializacién, otro a nivel del sector social y por tltimo, uno a
nivel de desarrollo de innovaciones en la regién. Las entrevistas

abiertas a informantes clave se realizaron para complementar y
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The areas of influence of the ACIT selected in the regional
study framework were Occidente, Turmind, San José and
Pedregal, which were selected based on their productive
structure. The directed interviews were conducted with visits
to each farmer in their households, as well as visits to all coffee
plantations with other crops such as sugarcane and pitahaya.
The structure of farmer interview was as follows: I. Data of the
production unit; II. Data of the coffee plot; III. Agricultural
knowledge and practices for rust control.

Five key informers were also selected using the snowball
method (Santoyo et al., 2002); their participation in the coffee
production chain, experience and time they had worked in the
region were also considered. Along with their management ability
to bring together the small-scale farmers, and the different links
of the production chain. One informer was selected on a primary
production; another, for the stage of processing from berries
transforming into beans; a third one, at the commercialization;
another, from the social sector, and the last one, from the sector
regarding innovation and development in the region. The open
interviews to key informers were carried out to complement and
understand how the activities are integrated into the chain, how
farmers participate, the problems they face, and what progress
has been made in terms of development for the small-scale
production units.

A logbook journal was kept on a daily basis to record
important elements and the meaning of the activities for the
farmers on the crop, as well as to identify problems and solutions

that farmers propose to improve their quality of life around
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comprender cdmo se integran las actividades en la cadena, cudl es
la participacién de los productores, los problemas que enfrentan,
y cudles son los avances en materia de desarrollo para las peque-
fias unidades de produccién.

Un diario de campo se redacté para registrar cada dia los
elementos importantes y el significado que las actividades en el
cultivo tienen para los productores; as{ como para identificar los
problemas y soluciones que los productores proponen para me-
jorar la calidad de vida en torno a la agricultura. La recopilacién
de material fotografico fue util para ilustrar la variedad amplia
de productos agricolas y pecuarios que se producen en la regién.
Y también para documentar la diversidad bioldgica, el efecto de

la variedad de climas, y la flora y fauna endémicas de la regién.
RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién de las unidades de produccién
campesina en Tierradentro

A partir de las entrevistas realizadas a los pro-
ductores de café en la regién, se determind que los
campesinos tienen una edad promedio de 53 afos,
escolaridad hasta quinto afo de primaria y el 100%
pertenece al campesinado. El rezago educativo es
una condicién inminente en la mayor parte de las
regiones productoras de café, con ello se relaciona el
circulo de pobreza del cual no han logrado salir. En
un estudio realizado por Cardena (2019) en una re-
gién cafetalera de Puebla, México estas proporciones
resultaron similares, la autora realizé una correlaciéon
entre la edad y la escolaridad y resulté negativa. Lo
cual significa que los productores con edad mayor
tienen menos anos de escolaridad; situacién que pre-
domina en las zonas rurales cafetaleras mexicanas,
ademds de una condicién de pobreza crénica en estos
productores, agravada por la caida drdstica de los pre-
cios del café desde 1989.

En Tierradentro, Colombia, las familias campe-
sinas integran en promedio a cuatro personas, de las
cuales, sélo dos participan en el cultivo del café. Esto
evidencia poco interés de los integrantes por dedi-
carse a este cultivo, en especial los hijos jévenes de
los cafetaleros, quienes prefieren la bisqueda de in-
gresos en otros lugares y actividades, lo cual provo-
ca desintegracion familiar. Esta es una caracteristica
comun en las zonas cafetaleras con marginacion alta,
Ortega y Ramirez (2013) al encontrar resultados si-
milares en México, propusieron alternativas como el
ofrecimiento de servicios a través del turismo rural,
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agriculture. A compilation of photographs was useful to record
the wide variety of agricultural and livestock products of the
region, as well as to document the biological diversity, the effect
of the variety of climates, and the flora and fauna endemic to

the region.
RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of the small-scale farming
production units in Tierradentro

Using the interviews conducted on the coffee
farmers in the region it was determined that the
average age of the farmers is 53, their average
education up to 5th year of elementary school, and
thel00% are peasants (low-income landowners
and producers). Incomplete formal education is
an imminent condition in most coffee-producing
regions, which relates to the circle of poverty that still
prevails among them. In a study by Cardena (2019),
in a coffee-producing region of Puebla, Mexico,
these proportions were similar; the author correlated
age and education and it resulted in negative trend,
meaning that older farmers have lower education
levels. This situation predominates in the rural coffee-
growing areas of Mexico, along with a condition of
chronic poverty in these farmers, aggravated by the
drastic fall in coffee prices since 1989.

In Tierradentro, Colombia, the families of the
farmers are constituted of four people on average, out
of which only two participate in coffee cultivation.
This shows the little interest of some family members
towards this crop, particularly the young adults in
the offspring of coffee farmers, who prefer to search
for income in other places and other activities,
leading families to separate. This is a common
socioeconomic feature in highly marginalized coffee-
producing areas. Ortega and Ramirez (2013) found
similar results in Mexico and proposed alternatives
such as providing rural tourism services, requesting
payments for providing environmental services, and
organizational experiences surrounding coffee with
the Rainforest Alliance.

The Colombian government has promoted the
“Escuela y café” (School and Coffee) program as a
strategy to promote coffee production among the
children of farmers’. In Mexico there is the proposal
of implementing this model in coffee-producing areas
in order to promote family union, reduce migration
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el desarrollo de pago por prestacién de servicios am-
bientales y experiencias organizativas en torno al café
con Rainforest Alliance.

El gobierno colombiano ha impulsado el progra-
ma “Escuela y café”, como estrategia para infundir la
apropiacién del cultivo de café a los hijos de produc-
tores’. En México existe la propuesta de implemen-
tar este modelo en las zonas cafetaleras, con el fin de
promover la unién familiar, disminuir la migracién
de los jovenes y aumentar la participacién de los in-
tegrantes de las familias en el cultivo (IICA, 2018).

Los cafeticultores realizan la contratacién de cin-
co trabajadores en promedio para la recoleccién del
café. Sin embargo, no todos los productores tienen
la posibilidad de cubrir estos gastos durante la cose-
cha. Esto ocasionalmente conlleva pérdidas por sobre
maduracién del fruto que no se alcanza a recolectar a
tiempo. Ademds de la falta de solvencia para cubrir los
salarios, Alviar y Garcia (2020) afirmaron que existen
otros factores que dificultan el empleo de mano de
obra, entre ellos demanda de un gran esfuerzo fisico
con remuneracién baja, falta de garantias laborales
y rotacién frecuente, pues los trabajadores declinan
con facilidad si encuentran ofertas laborales mds
atractivas. En Tierradentro, el 42% de los entrevis-
tados realiza actividades econémicas adicionales a la
produccién de café para generar ingresos; entre estas
estan: la ganaderia, la apertura de pequefas tiendas
de abarrotes y la cria de carpa roja (Ciprynus carpio) o
mojarra (Oreochromis mossambicus). Mds de la mitad
de los entrevistados también se dedica a la cria de
especies pecuarias menores, gallinas, pavos, congjos,
cuyos, cerdos y ovejas (Figura 3).

3
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in youngsters and increase the participation of family
members in coffee cultivation (IICA, 2018).

Coffee farmers hire an average of five workers to
harvest the coffee. However, not all farmers can afford
this expense during harvest. This often leads to losses
of the fruit that, due to overripening, is not picked in
a timely manner. In addition to the inability to pay
these wages, Alviar and Garcia (2020) claimed that
other factors also make hiring labor force difficult,
including the demand of arduous physical effort with
little payment, a lack of work rights and warrants
and frequent laborers rotation, since workers decline
easily if they find more attractive work offers.
In Tierradentro, 42% of interviewees perform
activities aside from producing coffee to increase
income, including livestock, small grocery stores,
and aquaculture, the breeding of red carp (Ciprynus
carpio) or “mojarra’ (Oreochromis mossambicus). Over
half of the interviewees also breed minor livestock
species such as chickens, turkeys, rabbits, pigs or
sheep (Figure 3).

Alarge percentage of farmers also allocate resources
to production of foods in family-owned orchards.
Ninety percent of the coffee farmers interviewed
have their own vegetable orchards . In this way, they
ensure the consumption of healthy and innocuous
vegetables, free of toxic products. Vegetable orchards
are the result of farmer knowledge on the importance
of health and environmental care, they acknowledge
environment as their means of subsistence. Along
with medicinal plants, families include vegetables in
their small areas. This is a favorable aspect because,
according to Pineiro er al. (2015), the rust crisis
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Figura 3. Actividades econémicas complementarias al cultivo de café.
Figure 3. Economic activities complementary to coffee plantation.

°G. Medina, comunicacién personal, junio 2018. Informante clave: desarrollo de innovaciones en la regién.
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Un porcentaje alto de los productores también
dedica recursos a la produccién de alimentos en
huertos familiares. El 90% de los cafetaleros entre-
vistados tienen establecidos huertos con hortalizas;
de esta manera se aseguran el consumo de vegetales
sanos e inocuos, libres de productos quimicos. Los
huertos son el resultado de una conciencia plena de la
importancia del cuidado de la salud y del ambiente,
su medio de subsistencia. Ademds de plantas medici-
nales, las familias campesinas incluyen hortalizas en
sus pequenas superficies. Este resulta ser un aspecto
favorable porque de acuerdo con Pifieiro ez al. (2015)
la crisis de la roya puso en riesgo la seguridad ali-
mentaria de miles de familias entre los trabajadores
agricolas y pequefios productores.

Respecto a la organizacién para la produccién de
café, todos los entrevistados pertenecen a alguna or-
ganizacion o cooperativa de productores. Por medio
de estas organizaciones se unen esfuerzos para aplicar
tecnologias apropiadas y obtener capacitaciones. De
acuerdo con lo referido por los informantes en las
entrevistas, la organizacién hace posible que mds del
90% de sus asociados reciban apoyos de la Federacién
Nacional de Cafeteros de Colombia (FNC). Las or-
ganizaciones a las cuales pertenecen los productores
en orden de importancia son: FNC, Asociacién de
Productores de Café del Oriente Caucano (ASOR-
CAFE), Pazadentro, NESPRESSO/Nestlé, Asocia-
cién para el Desarrollo y Progreso de la Comunidad
Yanacona (ASPROYAN) y Asociacién Campesina de
Inzd Tierradentro (ACIT); con porcentajes distintos
de afiliacién (Figura 4).

jeopardized food security for thousands of families of
agricultural workers and small-scale farmers.

Regarding the organization for coffee production,
all interviewees belong to a farmer organization or
cooperative. With these organizations, they join
efforts to apply appropriate technologies and get
training. According to statements by informers
in the interviews, organizations help over 90% of
their associates to obtain funds from the Federacién
Nacional de Cafeteros de Colombia (FNC). The
organizationsin order of importance, to which farmers
affiliate are: the —FNC, Asociacién de Productores
de Café del Oriente Caucano (ASORCAFE),
Pazadentro, NESPRESSO/Nestlé, Asociacién para
el Desarrollo y Progreso de la Comunidad Yanacona
(ASPROYAN) y Asociacién Campesina de Inzd
Tierradentro (ACIT), with different affiliation
percentages (Figure 4).

Participation of key social partners
in the coffee production chain

The key social partners are people or entities
with an important participation, that are in
constant activity within the territory. In this case,
both in Tierradentro where coffee is produced, as
well as where coffee beans are processed and sold,
and management occurs in every step of the coffee
production chain.

The main problems as social partners perceive
them are prices, the high investment required to
produce this high quality coffee, and the low prices

M Acit

M Asorcafé
MFnc

M Pazadentro
M Nespreso

M Asproyan

Figura 4. Afiliacién (%) de los productores entrevistados a organizaciones y cooperativas.
Figure 4. Affiliation (%) of interviewed farmers to organizations and cooperatives.
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Participacion de actores clave en la
cadena productiva del café

Los actores clave son personas fisicas o morales
que tienen una participacién importante y estdn en
actividad constante dentro del territorio, tanto en
Tierradentro donde se produce el café, como donde
se procesa y comercializa, y donde realice gestién en
cada eslabén de la cadena productiva.

Los problemas principales desde la perspectiva
de los actores clave son: los precios, la inversion alta
requerida porque se produce café de calidad excelen-
te, y los precios de venta bajos del producto final.
La produccién de café se realiza con un paquete tec-
noldgico cuyo costo, en muchos casos, no puede ser
cubierto por el productor y le obliga a buscar otras
fuentes de ingresos que permita generar lo necesario
para realizar la compra de insumos; por esas razones
la produccién de café se vuelve insostenible. Aveli-
no et al. (2015) senalaron que las epidemias intensas
ocurridas durante los 37 anos més recientes en Cen-
troamérica y Colombia coincidieron con periodos de
rentabilidad baja del café y la caida de los precios del
grano. En aquellas condiciones, tanto los aumentos
en los costos de los insumos como la rentabilidad
baja conllevaron a un manejo subéptimo del café, el
cual lo hizo mds vulnerable a plagas y enfermedades.

Los problemas ambientales estuvieron en segun-
do lugar. La cafeticultura en el pais es muy intensiva y
se realiza sin el manejo adecuado de los suelos, lo cual
incrementa la erosién. Ademas, el sistema financiero
respalda sélo a los proyectos para el establecimiento
de cafetales sin sombra y se incrementa la superficie
de cafetales a sol. Este tipo de manejo agricola inten-
so conlleva el problema ambiental de la contamina-
cién producida por agroquimicos y desechos genera-
dos por el beneficio del café (el proceso de despulpar
la cereza para obtener el grano).

Un tercer problema que destacé es la comerciali-
zacién del café a través de intermediarios, el compra-
dor o “coyote” se queda con la mayor parte de los in-
gresos generados con la venta del grano. Asi, comer-
cializadores, beneficiadores y exportadores obtienen
la mayor parte de los beneficios econémicos. Aunque
la zona es reconocida por producir café de muy bue-
na calidad, el ingreso econémico no mejora la calidad
de vida de los productores. La cadena productiva del
café también se puede interrumpir al no poder com-
petir en el mercado por cantidad y calidad; asi como

ENSAYO CIENTIFICO
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of the final product. Coffee is produced within a
technological procedure whose cost in many cases
cannot be covered by the farmers, forcing them to
search for other sources of income to acquire the
resources they need to purchase coffee production
inputs and because of that, coffee production
becomes unsustainable. Avelino ez al. (2015) pointed
out that the intense epidemics in the past 37 years
in Central America and Colombia coincided with
periods of low revenues from coffee and with the fall
in the prices of the beans. In those conditions, either
a rise in costs of inputs or low income revenues led to
a suboptimal management of coffee, making it more
vulnerable to pests and diseases.

The environmental problems were perceived in
second place. Coffee production is very intensive in
Colombia, and it is carried out without an adequate
soil management, then increasing erosion. In
addition, the financial system only supports projects
for the establishment of coffee plantations without
shade, thus the number of coffee plantations under
direct sunlight increases. This type of intensive
agricultural management leads to the problem of
the environmental pollution caused by industrial
agrochemicals and by the waste produced when
coffee berry is processed (this process is called
“beneficio”, and it refers to remove the pulp from the
coffee berries in fermentation and washing tanks).

A third highlighted problem was the
commercialization of coffee through middlemen.
The middleman or “coyote” keeps most of the
income produced with the sale of the coffee beans.
In this way, marketers, coffee processing facilities
and exporters obtain the largest part of the economic
benefits. Although the area is known for producing
high quality coffee, total income does not improve
the quality of life for farmers. The productive chain
of coffee can also be interrupted when it is unable
to compete in the market for quality and quantity,
or when it cannot comply with certain product
conditions demanded by the client. Therefore,
productivity must be increased without disregarding
quality, since quality is key to becoming more
competitive in the market (Sdnchez-Herndndez ez
al., 2018).

Regarding the funds granted to achieve a
greater chain integration, ASORCAFE as part of
a commercial strategy, obtained resources from
buyers to finance washing tanks, driers, machinery
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al no cumplir con ciertas condiciones del producto
exigido por el cliente. Por lo que se debe aumentar la
productividad, pero sin reducir la calidad; pues la ca-
lidad del producto es la clave para tener competitivi-
dad en el mercado (Sdnchez-Herndndez et al., 2018).

Respecto a los apoyos para lograr una integra-
cién mayor de la cadena, ASORCAFE por estrategia
comercial consiguié recursos con compradores para
financiar tanques tina, secadores, maquinaria y para
otorgar microcréditos. Ademds, ASORCAFE cada
afo capacita a los productores a través de técnicos
que se rigen por politicas distintas a las de la FNC,
sobre todo en relacién con la fertilizacién ecoldgica;
la cual no afecta al ambiente y su costo es menor. Para
el desarrollo de la cafeticultura se suman los esfuer-
zos de la alcaldia del municipio de Inzd que aporta
recursos para infraestructura y el Servicio Nacional
de Aprendizaje de Colombia (SENA) contribuye con
capacitaciones para los jovenes, en particular en el
proceso de beneficio del café.

A nivel regional en el Cauca, recién se operd un
proyecto del sistema general de regalias, las cuales son
recursos disponibles para la inversién social que pro-
vienen de la explotacién minera (petréleo y carb6n)
de donde se generan recursos para los departamentos.
En el Cauca estos recursos se destinaron al financia-
miento de un proyecto “Cafeticultura: una oportu-
nidad en el pacto social por el Cauca”, con el cual
se apoyaron a cerca de 11 000 familias en el tema
de infraestructura cafetera con secaderos, tanques
de fermentacién y lavado, y sistemas modulares de
tratamiento de aguas mieles; este proyecto tuvo una
cobertura de 23 municipios en el Cauca®.

A nivel nacional, los recursos manejados por la
FNC apoyan cuatro lineas de accién; en primer lu-
gar, garantizar la compra de café y regular el precio
para que dentro del mercado no haya compradores
con precios bajos (este aspecto es relativo), para lo
cual se realiza un prondstico de cosecha. En segundo
lugar, los recursos apoyan la investigacién asociada
con la produccién y manejo agronémico del cultivo a
través de CENICAFE; en tercer lugar, apoyan el ser-
vicio de extensién con asistentes técnicos en todos los
departamentos cafeteros de Colombia; los técnicos se
agrupan en comités departamentales. El servicio de
extensién se brinda finca a finca o de productor a

and microcredits for producers. Additionally,
ASORCAFE trains farmers every year through
technicians that have different policies to those of
the FNC, particularly with regard to environmental
fertilization, which is cheaper and does not damage
the environment. To aid in the development of coffee
production, the government of the municipality of
Inzd has provided resources for infrastructure and the
SENA Colombia (Servicio Nacional de Aprendizaje)
contributes by training youngsters, particularly on
processing the coffee from berries to beans.

At a regional level in Cauca, a project began
operating which belongs to the general system of
royalties, which are resources available for social
investment from the mining industry (oil and
coal), from which resources are drawn for the
departments. In Cauca, these resources are allocated
for the funding of a project called “Cafeticultura: una
oportunidad en el pacto social por el Cauca” (Coffee
production: an opportunity in the social agreement
for Cauca), which was used to help nearly 11 000
families with coffee-producing infrastructure with
driers, fermentation and washing tanks, and modular
wastewater treatment systems; this project covered 23
municipal areas in Cauca®.Nationwide, the resources
managed by the FNC support four lines of action. In
the first place, to guarantee the purchase of coffee and
regulate prices, meaning that nobody in the market
can buy coffee at a lower price (this aspect is relative);
in order to do that, a harvest forecast is needed.
Secondly, the resources support research related to
the production and agronomic management of the
crop through CENICAFE. Finally, they support the
training extension service with technical assistants in
all the coffee-producing departments in Colombia,
technicians form departmental committees. This
training extension service is provided to every farm
or farmer to train in pest and disease management,
harvest, postharvest, crop registration, and there is
even a support system to perform family-studies to
apply for credits’.

Although different institutions seem to subsidize
diverse topics related to coffee production, these
supports do not have a significant impact on real life
conditions. Most of the infrastructure given does not
fully operate, and the most important topics farmers

°E. Morales, comunicacién personal, junio 2018. Informante clave: transformacién del grano. % E. Morales, personal communication,

June, 2018. Key informer: grain transformation.
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productor en capacitar para manejo de plagas y en-
fermedades, cosecha, poscosecha, comercializacién,
registro de cultivos; y existe apoyo para realizar estu-
dios para créditos’.

Aunque diferentes instituciones parecen subsidiar
temas diversos relacionados con el cultivo de café, los
apoyos no inciden significativamente en la realidad.
Mucha de la infraestructura otorgada no funciona al
100%, los temas mds importantes en los que se ha
brindado capacitacién adn no se implementan de
manera estricta en los cafetales. La regulacién de los
precios es relativa y los ingresos por el café no alcan-
zan a cubrir los costos de produccién; todo lo ante-
rior es evidencia de que se requieren otras medidas
para resolver este problema.

Saberes y précticas agricolas tradicionales
implementadas por el cafeticultor
para el control de la roya

En las cuatro zonas de estudio se encontraron
condiciones y caracteristicas homogéneas respecto al
cultivo de café, los campesinos productores tienen en
promedio 2.2 ha en total, de las cuales destinan 1.6
ha a la produccién de café y el resto para la siembra
de cultivos como cafa panelera, lulo o naranjilla (So-
lanum quitoense Lam.) y pitahaya, o para el desarrollo
de la ganaderia. Las plantaciones de café son relativa-
mente nuevas. Los cafetales tienen en promedio cin-
co afos, esto se debe principalmente a la renovacién
constante con variedades resistentes a la roya, como
la variedad Castillo, Colombia, Tabi, F6 o San Ber-
nardo. La edad reducida de los cafetales se debe a que
cada cinco afios se realiza la préctica de zoca o recepa;
lo cual significa remocién y trasplante en el cultivo
del cafetal.

En las parcelas, ademds de las variedades mejo-
radas, estdn presentes las variedades Typica, Caturra
amarillo y rojo, Bourbon amarillo y rojo, y Catuai.
Tanto las variedades mejoradas como las tradiciona-
les, estin sembradas a una distancia de 1.3 m entre
plantas y de 1.6 m entre hileras, lo que resulta en una
densidad de 4800 plantas por hectdrea. La densidad
alta de la plantacién se traduce en una mayor nece-
sidad de aplicacién de fertilizantes; cabe indicar que
la FNC establecié estas densidades para aumentar la

have been trained on are not yet strictly implemented
in the coffee plantations. The regulation of prices
is relative, and the coffee revenue does not cover
production costs. The aforementioned shows that
other measures are required to solve this problem.

Traditional agricultural knowledge and
practices implemented by the coffee
farmer for the control of rust

In the four study areas, homogenous conditions
and characteristics were found, regarding coffee
cultivation. Farmers have an average of 2.2 ha apiece,
1.6 of which are dedicated to the production of
coffee, and the rest is for crops such as sugarcane, lulo
o naranjilla (Solanum quitoense Lam.) and pitahaya,
or for livestock. The coffee plantations are relatively
new. The coffee plants have an average age of 5 years,
which is mostly due to the constant renovation with
rust-resistant varieties, such as the varieties Castillo,
Colombia, Tabi, F6 or San Bernardo. The short age
of the plants is due to every five years, the plants
undergo “zoca” (transplant), which means plantlets
removal and replanting of the coffee plants in the
plantation.

In the plots, aside improved varieties there are
also present the varieties Typica, Caturra (yellow and
red), Bourbon (yellow and red) and Catuai. Both,
improved and traditional varieties are planted with a
distance of 1.3 m between plants and 1.6 m between
rows, which results in a density of 4800 plants per
hectare. The high plant density causes a greater need
for fertilizers. It is worth mentioning that the FNC
established these densities to increase production.
Ninety percent of all coffee farmers produce their
own secedlings to replant and the remaining 10%
obtains plantlets from the FNC or other suppliers in
the department of Huila.

The recent reconversion of the coffee crop
systems in the Tierradentro region helped the shaded
surface to become larger than the surface under
direct sunlight, due to the beneficial effects of the
shade on the crop. Some of these benefits are the
incorporation of organic matter, humidity retention,
nitrogen fixation, shelter for birds and epiphytic
pants that naturally interact in the plantations; in

’G. Medina, comunicacién personal, junio 2018. Informante clave: desarrollo de innovaciones en la regién. <« G. Medina, personal
communication, June, 2018. Key informer: development of innovations in the region.
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produccién. El 90% de los cafeticultores produce su
propia pldntula para realizar las resiembras y el otro
10% obtiene las pldntulas de la FNC o con otro pro-
veedor en el departamento del Huila.

La reconversion reciente de los sistemas de cultivo
en la region Tierradentro permitié que la superficie
bajo sombra sea mayor que la superficie a pleno sol;
ello obedece a los efectos benéficos que la sombra
tiene sobre el cultivo. Tales como incorporacién de
materia orgdnica, retencién de humedad, fijacién de
nitrégeno, refugio para las aves y plantas epifitas que
interactdan de forma natural dentro de los cafetales;
ademds, se reduce la incidencia de la roya. Lugo-
Morin et al. (2018) también describieron este efecto
en un estudio realizado en la Sierra Norte de Puebla,
México, los productores asociaron el cultivo de café
con chalahuite (Inga vera Willd) y drboles frutales, y
ademds de representar una inversién menor, mantu-
vieron la plantacién en desarrollo y con mejora en
produccién. En Colombia, cuando se integra som-
bra, el estrato arbéreo estd compuesto por una gran
cantidad de especies (Cuadro 1).

Con las entrevistas y recorridos de campo tam-
bién se registré la presencia de plantas, drboles o
frutales cuyas cosechas se destinan al autoconsumo.
Entre las especies mds abundantes estin pldtano,
aguacate, guandbana, guayaba, pifia, mango, papaya,
lima, limén, naranja y mandarina. Ademds, gracias
a la influencia de la ACIT en la regién, los espacios
libres entre el cafetal se aprovechan para establecer
un manejo integrado del cultivo de café intercalado
con yuca (Manihot esculenta), maiz (Zea mays), cala-
baza (Cucurbita pepo), arracacha (Arracacia xantho-
rrhiza), tomate de drbol (Solanum betaceum) y frijol
(Phaseolus vulgaris), en la época de zoca (renovacion

del cafetal).

addition, reducing the incidence of rust. Lugo-
Morin et al. (2018) also described this effect in a
study carried out in the Sierra Norte in Puebla,
Mexico, in which farmers associated the plantation
of coffee with chalahuite (/nga vera Willd) and
fruit-bearing trees. Those trees represented a minor
investment, but the plantation kept developing and
with improvements in production. In Colombia,
when shade is incorporated, the arboreal stratum
integrates a considerable number of species (Table 1).
With the interviews and the field survey, we
found fruit-bearing plants and trees, the harvest of
which are destined to the self-supply of the farmers.
Some of the most abundant species found were
bananas, avocado, soursop (Annona muricata), guava,
pineapple, mango, papaya, lime, lemon, orange and
tangerine. Additionally, due to the influence of the
ACIT in the region, the free spaces in the plantation
are used to establish an integrated management,
alternating with coffee plants, others such as yucca
(Manihot esculenta), maize (Zea mays), pumpkin
(Cucurbita pepo), arracacha (Arracacia xanthorrhiza),
tomato (Solanum betaceum) and beans (Phaseolus
vulgaris), in the “zoca” season (plantation renewal).
Regarding the processing of fruit into coffee beans,
the Colombian government through the FNC in a
fair trade agreement, gave the farmers the possibility
of renewal with the Castillo variety (Rivillas ez 4/,
2011), technical assistance and a pulping machine
per farmer. Due to this, 90% of the interviewed
farmers claimed to have a pulping machine; also a
drier system structure similar to a greenhouse, and a
system of tanks to ferment and wash the coffee berries.
Other ways in which the government has helped the
farmers are with fertilizers, assessment to produce
organic fertilizers, technical assistance on adequate

Cuadro 1. Especies de drboles de sombra en los cafetales de Tierradentro, Cauca, Colombia.
Table 1. Species of shade trees in the coffee plantations in Tierradentro, Cauca, Colombia.

Nombre comtn Nombre cientifico Taxonomia
Cachimbo Erythrina poeppigiana (Walp.) O.F. Cook Leguminosa
Guamo cerinde Inga edulis Leguminosa
Guamo machete Inga densiflora Benth Leguminosa
Chachafruto Erythrina edulis Triana ex Micheli Leguminosa
Guadua Guadua angustifolia Graminea
Carbonero Calliandra pittieri Stand| Leguminosa
Nogal Juglans regia Angiospermas
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Respecto al beneficio del café, el gobierno colom-
biano a través de la FNC otorgé a los productores en
el marco de un acuerdo de compra venta, la posibi-
lidad de renovacién con la variedad Castillo (Rivillas
et al., 2011), asistencia técnica y una despulpadora
por productor. A partir de ello, el 90% de los entre-
vistados expresé que tiene despulpadoras; asi como
un sistema de secado tipo invernadero llamado “para-
bélico” y un sistema de tanques para la fermentacién
del café. Otros apoyos a los que los productores han
tenido acceso son: fertilizantes, asesorfa para la elabo-
racién de abonos orgdnicos, asistencia técnica sobre
buenas précticas agricolas, subsidios en efectivo y sis-
tema de tratamiento de aguas mieles. El equipo y la
infraestructura para procesar el café les ha permitido
a los productores tener oportunidades de comercia-
lizacién.

Lo anterior muestra una diferencia importante
respecto a las zonas cafetaleras de México. CEDRS-
SA (2018) informé que los apoyos otorgados por el
gobierno mexicano al sector cafetalero se limitan a
paquetes tecnoldgicos que incluyen fertilizantes, se-
millas o pldntulas de café, mochilas aspersoras, in-
centivos econémicos y eventualmente, asistencia téc-
nica. No se orientan a infraestructura ni equipo; los
incentivos son bajos al compararlos con el costo de
mantenimiento de los cafetales. En México los pro-
ductores de café, al no contar con la infraestructura
para el beneficio himedo, venden principalmente el
café en cereza; por lo tanto, el precio que obtienen
por el producto es muy bajo (Figueroa ez al., 2015).

El problema de la roya del cafeto ha estado pre-
sente en Tierradentro, principalmente en las planta-
ciones con variedades susceptibles. Ademds, persiste
el problema de la broca del grano que se ha podido
reducir con la recoleccién de los granos que quedan
en la planta después de concluir la cosecha. Para el
control de la broca en México ha sido efectivo el
uso de trampas a base de alcohol metilico y etilico,
método que ha incidido en el control de la plaga®.
Ademds de la roya y la broca, los cafetales de Tie-
rradentro también presentan otras enfermedades de
importancia como: mancha de hierro (Cercospora

agricultural practices, cash subsidies and a system to
treat wastewaters. The equipment and infrastructure
to process coffee has allowed farmers to have better
opportunities of marketing their product.

All the aforementioned show an important
difference with coffee-producing areas in Mexico.
CEDRSSA (2018) informed that the grants provided
by the Mexican government to the coffee sector limit
their technological support to some fertilizers, coffee
seeds or seedlings, fertilizer backpack sprayers, partial
wages and eventually, technical assistance. They are
not directed on infrastructure or equipment; and
those incentives are low when compared to the cost
of maintenance of the coffee plantations. Coffee
farmers in Mexico have no infrastructure for the wet
coffee-processing method, so they mainly sell coffee
berries, and therefore the price at which they sell
their product is extremely low (Figueroa ez al., 2015).

The problem of coffee rust is present in
Tierradentro, mainly in plantations with susceptible
varieties. In addition, the problem of coffee-berry
borer persists, although it is reduced with the
collection of those discarded berries remaining in
the plant after the harvest is complete. To control
the coffee-berry borers in Mexico, methyl and ethyl
alcohol-based traps have been effective, which has had
a positive impact on the control of this pest®. Along
with rust and borers, Tierradentro coffee plantations
also present other important diseases such as leaf spot
(Cercospora coffeicola), dieback (Phoma spp) and llaga
macana gall-disease (Cerarostomella fimbriata), as
well as common root-leaf borers such as gallina ciega
(Phyllophaga ravida) and hormiga roja (Pogonomyrmex
barbatus), as it was indicated by the interviewees and
verified in field transects.

In order to manage coffee plantations to maintain
their production rates and resist diseases, commercial
agrochemicals are generally applied. The fertilizers
mostly used consist of the formulas 25-04-24, 17-
06-18-02, 25-04-25, triple 15, urea, diammonium
phosphate and other concentrated formulas with
micronutrients, nitrogen and phosphorous. In
Mexico and Colombia, farmers are convinced that

$Barrera, J. F, J. Herrera, A. Villacorta, H. Garcia, y L. Cruz. 2007. Trampas de metanol-etanol para deteccién, monitoreo y control
de la broca del café Hypothenemus hampei. La broca del café en América tropical: hallazgos y enfoques. Simposio Soc. Mex. Entomol
y Colegio de la Frontera Sur. México. pp: 71-83. v Barrera, J. E, J. Herrera, A. Villacorta, H. Garcia, and L. Cruz. 2007. Trampas de
metanol-etanol para deteccién, monitoreo y control de la broca del café Hypothenemus hampei. La broca del café en América tropical:
hallazgos y enfoques (Workshop) Soc. Mex. Entomol y Colegio de la Frontera Sur. México. pp: 71-83.
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coffeicola), muerte descendente (Phoma spp) y llaga
macana (Cerarostomella fimbriata); ademds de otros
agentes como gallina ciega (Phyllophaga ravida) y
hormiga roja (Pogonomyrmex barbatus), segin indi-
caron los informantes en las entrevistas y se verificd
en los recorridos de campo.

Con el fin de que las plantaciones de café manten-
gan su produccién y resistan a las enfermedades, por
lo general, se realizan aplicaciones de agroquimicos.
Los fertilizantes aplicados consisten en las férmulas:
25-04-24, 17-06-18-02, 25-04-25, triple 15, urea,
fosfato diaménico y férmulas concentradas con mi-
cronutrientes, nitrégeno y fésforo. En México y en
Colombia los productores tienen la conviccién de
que la fertilizacién es necesaria para mantener sanos
y productivos los cafetales, asi como para reducir la
incidencia de enfermedades (Martinez-Lépez ez al.,
2019). Avelino et al. (2006) encontraron el mismo
resultado en Honduras, en las parcelas de café fertili-
zadas, los productores han obtenido menos inciden-
cia de roya, en comparacién con las no fertilizadas,
lo anterior se relaciona con que el crecimiento mayor
de la planta resta fuerza a la enfermedad (Ferrandino,
2008).

Aunque existen diferentes tipos de control: ge-
nético, cultural o quimico, el éxito de cualquiera de
ellos para el control de la roya estd muy ligado con
el manejo agronémico del cultivo, poda, manejo de
sombra, distancia de siembra adecuada, dosis apro-
piadas de fungicidas, pero en especial con una fertili-
zacién adecuada (Pifneiro ez al., 2015). Sin embargo,
el limite es el precio alto de los insumos, por eso en
México los pequenios productores realizan dos apli-
caciones de fertilizante al ano, y en muchos casos,
s6lo una vez por ano (Buriticd, 2010; Cardena ez al.,
2019).

De acuerdo con la opinién de los productores
en Colombia, el 97% realiza pricticas para evitar
la incidencia de enfermedades y mantener el cafetal
sano; las primordiales son desinfeccién del germina-
dor, fertilizacién, encalado, eliminacién de arvenses
no deseadas, recoleccién de frutos secos en el suelo y
maduros en la planta, podas, control de ingreso del
personal, eliminacién de plantas viejas y aplicacién
de productos no téxicos. Otras pricticas realizadas
por los cafetaleros de Colombia son la aplicacién de
compostas elaboradas con pulpa de café, aplicacién
de cal viva, incorporacién de hojas de pldtano, es-
tablecimiento de barreras vivas, establecimiento de
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fertilization is necessary to keep their plantations
healthy and productive, as well as to reduce disease
rates (Martinez-Lépez et al., 2019). Avelino et al.
(2006) found the same result in Honduras. In
fertilized coffee plantations, farmers have experienced
a lower incidence of rust than in non-fertilized ones.
This is attributed to a greater growth of the plant
which reduces the strength of the disease (Ferrandino,
2008).

Despite the fact that different types of genetic,
cultural or chemical control do exist, the success
of either one for the control of rust is linked to the
agronomic management of the crop, pruning, shade
management, correct planting distance, adequate
fungicide doses, but particularly with an adequate
fertilization (Pifieiro et al., 2015). However, the limit
is the high price of fertilizers. This is the reason why,
in México, small-scale producers can afford fertilizing
two times per year and in many cases, only once a
year (Buriticd, 2010; Cardena ez al., 2019).

According to the opinions of Colombian farmers,
97% of them perform practices to avoid the incidence
of diseases and keep their plantations healthy. The
essential practices are disinfecting the seedbeds,
fertilization, liming, weeds removal, collecting dried
fruits from the ground and mature fruits from the
plants, pruning, control the access of laborers,
elimination of old plants and the application of non-
toxic products. Other common practices among
Colombian coffee farmers are the production of
compost fertilizers produced with coffee pulp waste,
applying calcium oxide (quicklime), incorporation
of banana leaves, planting live barriers, soil analyses
and general maintenance of the coffee plantations to
avoid the accumulation of inorganic garbage.

From their point of view in the productive chain,
main problems perceived by Colombian farmers
were: in the first place, the reduced number of coffee
buyers (46.9%), low bean prices (37.5%), coffee rust
and coffee-berry borer (15.6%). The monopoly of
the FNC is also an important problem. Because the
farmers have been able to mitigate the incidence of
rust in their coffee plantations through agronomic
management, it has ceased to be a priority in the list
(Figure 5).

Therefore, farmer demands are now aimed at
obtaining government subsidies, as well as other
regulatory measures from Colombian State such as
the stability of coffee prices, a reduction in costs of
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cercos vivos, andlisis de suelo y el mantenimiento
general de los cafetales para evitar la acumulacién de
basura inorgdnica.

Entre los problemas principales que los campesi-
nos colombianos visualizaron desde su eslabén en la
cadena productiva, estuvo en primer lugar el nimero
reducido de compradores de café (46.9%), los pre-
cios bajos del grano (37.5%), la roya y la broca del
café (15.6%). El monopolio de la Federacién tam-
bién representa un problema importante. Debido a
que los productores han podido mitigar la incidencia
de roya en los cafetales a través del manejo agroné-
mico, ésta dejé de ser prioridad en la lista (Figura 5).

Por lo que ahora, las demandas de los campesi-
nos se dirigen a la obtencién de subsidios por parte
del Estado; y otras medidas regulatorias como, la es-
tabilizacién del precio del café, la reduccién de los
precios del fertilizante, la reestructuracién de las po-
liticas para el sector agropecuario y la obtencién de
infraestructura para la transformacién del café y de
otros productos con valor comercial derivados de la
misma parcela para la agregacién de valor. Ademads
de la siembra de la variedad Caturra, los producto-
res estin convencidos de que con un buen manejo
es posible mantener las plantaciones con incidencia
baja de roya.

Los problemas y necesidades de apoyo en Colom-
bia son similares a los observados en México (Car-
dena ez al., 2019) y podrian solucionarse a través de
la accién conjunta de instituciones académicas y or-
ganizaciones campesinas. Desde las instituciones de
apoyo al sector cafetalero es necesario respaldar la as-
piracién de los productores por conservar las varieda-
des tradicionales como Caturra, Bourbon y Typica,

Laroyay la broca del café

Precios bajos del grano 37.5%

Pocos compradores de café en la region

fertilizers, the restoration of policies for the farming
sector, and the obtention of infrastructure for the
processing of coffee and other commercially valuable
products from the same fields for added value. In
addition to planting the Caturra variety, farmers are
convinced that an adequate management will help
keep rust incidences low in plantations.

The problems and needs for support in Colombia
are similar to those found in Mexico (Cardena et
al., 2019) and would be solved with the joint action
of academic institutions and farmer organizations.
Institutions that support the coffee sector need
to back the aspirations of farmers to preserve the
traditional varieties such as Caturra, Bourbon and
Typica, in Mexico and Colombia, because these
get a higher cost per cup in the market, due to the
high quality perceived by the consumer (Sinchez-
Herndndez er al., 2018). Their management should
be complemented with adequate fertilization
programs, and with strictly scheduled practices, as
well as actions towards a better integration of the
value chain with the production of speciality coffees.

Coffee is a short-day plant and its flowering
responds to light intensity. It has a critical photoperiod
of 13.5 h of astronomical sunlight. Within the
latitudinal interval of the coffee-producing area in
Colombia this factor is not limiting, since days with
photoperiods of less than 13 h are found all year
(Ramirez et al., 2014). In the area of Cauca there are
only two seasons every year: a short summer and a
prolonged winter. This aspect decisively influences
flowering and therefore, coffee production. In the
region, coffee production increases when summers
are intensely sunny.
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Figura 5. Principales problemas de los productores de café en Tierradentro, Cauca, Colombia.
Figure 5. Main problems faced by coffee farmers in Tierradentro, Cauca, Colombia.
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en México y en Colombia, porque éstas tienen precio
mayor por taza en el mercado, debido a la calidad
alta que percibe el consumidor (Sinchez-Herndndez
et al., 2018). Su manejo deberia complementarse con
planes y programas de fertilizacién adecuada y con
un programa estricto de pricticas. Ademds de accio-
nes hacia una mejor integracién de la cadena de valor
por medio de la produccién de cafés de especialidad.

El café es una planta de dia corto y su floracién
responde a la intensidad luminica; tiene un fotope-
riodo critico de 13.5 h de brillo solar astronémico.
Dentro del intervalo latitudinal de la zona cafetera de
Colombia este factor no es limitante, pues se regis-
tran durante todo el afio dias con un fotoperiodo me-
nor de 13 h de duracién (Ramirez et al., 2014). En
la zona del Cauca sélo se diferencian dos estaciones
en el afio, un verano corto y un invierno prolongado;
este aspecto influye determinantemente en la flora-
cién vy, por lo tanto, en la produccién de café. En la
regién se ha observado que cuando existe un verano
intenso, la produccién aumenta.

Respecto a las condiciones de sombra, un debate
existe en los ultimos anos acerca del establecimiento
de drboles en los cafetales. Algunos autores mencio-
nan que favorece la enfermedad (Staver ez al., 2001),
mientras que otros indican que la reduce (Soto-Pinto
et al., 2002) o que el tipo de sombra influye en una
incidencia mayor o menor (Salgado ez al., 2007).
No obstante, la sombra regula variaciones extremas
de los factores climdticos, disminuye la temperatura,
evita el rocio, amortigua la lluvia, y regula las esco-
rrentias, intercepta la velocidad del viento, mejora la
calidad del café, reduce el crecimiento de arvenses y
el uso de fertilizantes (Lopez-Bravo ez al., 2012). En
Tierradentro, los productores consideran convenien-
te tener un cafetal con sombra, pues ayuda a regular
la incidencia de roya. En campo se pudo observar
que efectivamente en las plantaciones bajo sombra
las hojas de los cafetos presentaron menos sintomas
de roya, en comparacién con los que estaban a plena
exposicion solar.

Avelino y Rivas (2014) y Virginio y Astorga
(2015) explicaron el fenémeno de la siguiente ma-
nera: la liberacién de las uredosporas solamente es
posible en presencia de agua libre durante todo el
proceso hasta la penetracién de las hifas; ésta puede
lograrse a través de las salpicaduras provocadas por
la lluvia. Después, el hongo de la roya del café pene-
tra por los estomas del envés de la hoja; la apertura
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Regarding shade conditions, there has been a
debate in recent years on the establishment of trees
in coffee plantations. Some authors mention that it
favors the incidence of diseases (Staver et al., 2001),
whereas others state that shading reduces disease
(Soto-Pinto ezal., 2002). Others propose that the type
of shade has an influence on whether the incidence
is higher or lower (Salgado ez al., 2007). Regardless,
shade regulates extreme variations of weather factors,
reduces temperatures, prevents the formation of
dew, reduces the impact of rainfalls, regulates runoff,
intercepts wind speeds, reduces the growth of weeds
and the use of fertilizers (Lépez-Bravo ez al., 2012).
In Tierradentro, producers consider as convenient
to have a plantation with shade, since it helps to
regulate the incidence of rust. In a field survey it was
observed that in plantations under the shade, the
leaves of coffee plants displayed less symptoms of rust
than those under direct sunlight.

Avelino and Rivas (2014) and Virginio and
Astorga (2015) explained it as follows: the release
of uredospores is only possible in the presence of
free water during the entire process until hyphae
penetrate, which occurs following the heavy splashes
caused by the rain. The coffee rust fungus also enters
through the stomata of the bottom side of the leaves.
The stomatal openings increase with the intensity
of light, therefore, under shady conditions stomata
are less open, preventing the fungus from entering
the leaf (Barquero, 2013). On the other hand, once
the fungus has penetrated the leaf, its reproduction
is inhibited when water availability is reduced, since
this affects the growth of the germinative tubes
produced by the spores (Avelino and Rivas, 2014).

Finally, the limitation of credit services is a
prevalent problem and an obstacle for the actual profit
of the farmers, and therefore, for the reinvestment in
coffee plantations at small-scale production units in
Colombia. The condition of establishing rust tolerant
varieties reduces the adoption of traditional varieties
and affects the quality of the coffee. In addition,
it promotes a higher plant density in plantations
and the removal of shade, which decisively affects
the flora and fauna that naturally interacts in the
coffee plantations. This is a call and a proposal for
the Colombian government to develop intervention
programs that give farmers easier access to credits
without the condition of producing under direct
sunlight. As it would help to improve their incomes
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estomdtica aumenta con la intensidad luminica; por
ello en condiciones de sombra la apertura de los esto-
mas se reduce y esto impide la penetracién del hongo
(Barquero, 2013). Por otro lado, cuando el hongo ha
logrado penetrar, su reproduccién se inhibe cuando
se reduce la disponibilidad de agua en la hoja, ya que
afecta el crecimiento de los tubos germinativos de las
esporas (Avelino y Rivas, 2014).

Por udltimo, la limitacién de los servicios crediti-
cios es un problema preponderante que representa un
obstdculo para la capitalizacién de los productores y
por lo tanto para la reinversién en las unidades de
produccién cafetaleras de Colombia. La condicién
del establecimiento de variedades tolerantes a la roya
para otorgar los créditos disminuye la adopcién de
variedades tradicionales y afecta la calidad del café.
Ademds, se promueve una densidad mayor en las
plantaciones y la eliminacién de sombra, lo cual afec-
ta de modo determinante la flora y fauna que interac-
tia en los cafetales. La propuesta dirigida al gobierno
colombiano es un llamado a desarrollar programas de
intervencién que faciliten a los productores el acceso
a los créditos sin el condicionamiento de producir a
sol. Ello permitirfa capitalizarles sin comprometer el
equilibrio ecolégico que logra permanecer en los sis-
temas de produccién diversificada bajo sombra.

CONCLUSIONES

El examen detallado 77 situ del conjunto de pricti-
cas agricolas implementadas por los productores para
combatir la roya del café mostré que la priorizacién
de sus problemas cambié. La comercializacién del
grano es ahora el problema mayor para los producto-
res, seguido de los precios bajos y por tltimo la roya.
Los productores han sabido utilizar su conocimiento
y practicas tradicionales para mitigar los efectos de
la roya y mantener sus plantaciones en produccién.

Con la fertilizacién, incorporacién de sombra,
desinfecciéon de los germinadores y el conocimiento
acumulado, los productores lograron reducir signi-
ficativamente el efecto negativo de la roya sobre la
produccién de las unidades cafetaleras. La germina-
cién de plintulas propias asegura sanidad antes de
establecerlas en campo, la fertilizacién asegura el cre-
cimiento y se ha comprobado el efecto benéfico de la
sombra en la produccidn, a través de la reduccién en
la incidencia del patdgeno causante de la roya ana-
ranjada.
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without jeopardizing the environmental balance
that remains under diversified production shade-
cultivation systems.

CONCLUSIONS

On the detailed in situ examination of the
agricultural practices implemented by farmers to fight
coffee rust, it was observed that the prioritization of
their problems changed. Marketing of coffee beans
was perceived as the greatest problem for farmers,
followed by low prices and rust infection at the end.
Farmers manage to use their traditional knowledge
and practices to mitigate the effects of rust and keep
their plantations producing.

With fertilization, incorporation of shade,
disinfection of seedbeds and their acquired
knowledge, significantly reduced the
negative effect of rust on the production of their
coffee units. The germination of their own seedlings
ensures they are healthy before planting them in the
field. Fertilization ensures growth and the benefits of
shade in the production process has been proven by
the reduction in the incidence of the pathogen that
causes orange rust.

The lines of action identified include the
promotion of educational and business abilities
in farmers so they can accept new production
methods and search for other resources still absent

farmers

in this coffee-producing area of Colombia. Farming
schools can help disseminate information on
proper agricultural practices in coffee plantations
and provide certification processes for greater
access to better coffee-bean prices in the market.
The Colombian coffee sector aim to redirect the
Colombian government plans for development
towards changes to improve plantations and increase
production efficiency. In this process, increasing the
flexibility in the access to credits is crucial to solve the
problem of low profitability caused by the high costs
of inputs in the coffee production chain.

ACKNOWLEDGEMENTS

To the technical support team of the Inzd Tierradentro
Farmers Association for the presence and shared knowledge
that enriched this study; in particular to Ciro Marino, Eliecer
Morales, Gersain Medina, Amilcar Arias, Karol Sdnchez, Janer
Sancho and Reinaldo Pefia. To Dr. Gustavo Adolfo Alegria

MARTINEZ-LOPEZ ¢t al. 467



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2021

Las lineas de accién identificadas incluyen, alen-
tar en los cafeticultores la capacidad educativa y em-
presarial para aceptar nuevas formas de produccién
y gestién de los recursos no presentes ain en esta
zona cafetalera de Colombia. Las escuelas campesi-
nas pueden difundir las buenas pricticas agricolas en
cafetales y los procesos de certificacién para acceder a
precios mejores del grano en el mercado. En la situa-
cién actual del sector cafetalero colombiano se pro-
pone orientar los planes de desarrollo del gobierno
de Colombia hacia cambios con el fin de mejorar las
plantaciones y aumentar la eficiencia productiva. En
este proceso, incrementar la flexibilidad en el acceso
a créditos es fundamental para resarcir la rentabilidad
baja ocasionada por los costos altos de los insumos en
la cadena productiva del café.
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