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Resumen

Con la finalidad de evaluar la extraccion de un bioestimulante a partir de Clitoria
ternatea para mejorar el crecimiento de las plantas de pimiento durante su etapa de
crecimiento, se procedi6 a la cosecha de forraje y flores de la mencionada leguminosa
y se colocdé en maceracion en alcohol y agua durante un periodo de 20 dias,
previamente se realizé analisis foliar en donde se encontrd niveles altos de nitrégeno,
fosforo y calcio en el forraje, en el analisis microbiologico los valores mas altos se
reportaron en bacterias y mohos — levaduras para las flores. En el andlisis de
espectrofotometria como alcaloides, flavonoides y actividad antioxidante los valores
mas significantes se encontraron en el forraje. Para observar el crecimiento del
pimiento se establecié un ensayo de cinco tratamientos teniendo como factor A= el
forrajes y flores Factor B = macerado en agua y alcohol teniendo como testigo un
bioestimulante comercial, se registraron las variables largo de raiz (cm), largo de tallo
(cm), diametro de tallo (cm) y niumero de hojas, los valores mas representativos se
dieron en el tratamiento forraje macerado en alcohol para largo de raiz con 0.73 cm;
largo de tallo con 1.11 cm; diametro de tallo con 0,17 cm y nimero de hojas con 3.25
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Introduccidén

El crecimiento de la agricultura en los ultimos afios, se ha concentrado en las
economias relacionadas a la agroindustria, sin contemplar sus efectos negativos
sobre el medio ambiente, la baja productividad y competitividad para el crecimiento
economico sostenible. Por lo que es menester, mostrarle al agricultor y a los
integrantes de la cadena socio productiva la importancia de conservar el campo
extrayéndole de manera sustentable, amigable y a bajo costo los productos a bien

proveer.

Este atributo de conservar el suelo esta en el mismo predio, ya que son multiples los
recursos naturales que ofrece la sustentabilidad, refiriéndose especificamente a las
leguminosas forrajeras tropicales; recurso que ayuda al desarrollo de una mejor
agricultura. Ademéas, mediado por la aplicaciébn de técnicas sencillas podran
elaborarse bioestimulantes que contengan un amplio rango de elementos bioactivos,
capaces de optimizar el uso eficiente de los nutrientes y ayudando a cultivos a ser

mas tolerantes a las condiciones climaticas adversas.

Las leguminosas son plantas pertenecientes a la familia de las dicotiledoneas que
tienen la particularidad de formar en sus raices unas estructuras llamadas ndédulos,
estos nacen como resultado de la interaccion que existe entre estas plantas y las
bacterias del género Rhizobium que son capaces tomar y fijar nitrégeno atmosférico,
al establecer una simbiosis con las plantas y almacenarlo en sus hojas en forma de

proteina. (Martinez, 2019)

Las leguminosas se caracterizan por sus hojas anchas, constituidas por tres 0 mas
foliolos mas largos que los restantes. Por sus flores semejantes a mariposas
“papilonaceas”, y por tener vainas con una unica fila de semillas. Algunos géneros
poseen una sola semilla por vaina como fruto. (Bautista, 2015). La Clitoria ternatea,
es una leguminosa herbacea perenne, erecta, con altura de 20 a 70 cm, con raices
pivotantes, tallos delgados pubescentes, hojas en forma eliptica a lanceolada en poca
pubescencia. Flores de color azul profundo, algunas veces de color blanco de 4 a 5

cm de largo, vaina linea dehiscente de 5 a 10 cm de largo y ligeramente pubescente



con semillas globosas, de proteina bruta oscila entre 17 y 20%, sin embargo, la
digestibilidad es aproximadamente del 80%. Es una planta con gran capacidad
invasora (INATEC, 2016).

Al igual que la mayoria de las leguminosas forrajeras tropicales la Clitoria ternatea se
usa de forma muy reducida, esto se debe al desconocimiento existente de los
productores en cuanto a los beneficios que esta planta puede aportar en la produccién
agroindustrial, asi como al desconocimiento de su manejo y utilizacion, uno de los

factores mas importante, en el momento actual es la falta de semilla.

Peters, Franco, Shmidt e Hincapié (2003) mencionan que Clitoria ternatea posee
varios nombres comunes como campanilla (Panamad), papito (Salvador), bejuco de
conchitas o conchita azul (Puerto Rico, Cuba y Meéxico), zapatico de reina
(Venezuela), clitoria (Colombia), campanita morada entre otros. (Bautista, 2015).Sin
embargo, no esta claramente establecido su area de distribucion natural, pero los
autores coinden en referir que es una leguminosa bianual o perenne de vida corta,
forrajera que esta ampliamente distribuida en las regiones tropicales y subtropicales
donde se encuentra naturalmente en matorrales o en los pastizales cultivada,

semiarbustiva y trepadora (Rivera, 2017)

Estrada (2002) indica que las Fabaceas son el grupo mas importante después de las
gramineas, principalmente por su valor forrajero y la fijacion de nitrégeno atmosférico
capacidad que enriquece el suelo; pero no son estas sus Unicas propiedades. En la
Clitoria ternatea, se ha identificado un péptido con propiedades antifungicas
tentativamente asignada a la familia de las defensinas de aproximadamente 5 kD y
con 49 aminoacidos con un alto grado de homologia con los péptidos de otras
especies analizadas con propiedades antifungicas. También se observa con efecto
bactericida sobre B. subtilis a 150, 100 y 15 ug/ml, pero no se aprecia accion alguna
sobre el crecimiento de gram positivos Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus y
Streptococcus faecalis o0 de los gram negativos Echerichia coli y Proteus vulgaris.
(Salazar, 2017)



Esta propiedades las activa por sus componentes, ya que la Clitoria ternatea tiene
flavonoides, antocianinas, alcaloides, ternatinas, saponinas, taninos, taraxerol y
taraxerona, 14 tipos de glucosidos de flavonol que han sido identificados en la planta
empleando espectroscopia. Los compuestos son: 3-(2G-rhamnosylrutinoside),
kaempferol 3-(2G-rhamnosylrutinoside), kaempferol 3-neohesperidoside, quercetina
3-neohesperidoside, miricetina 3-neohesperidoside, kaempferol 3-rutinoside,
guercetina 3-rutindsido, miricetina 3-rutinosido, kaempferol 3-glucésido, quercetina 3-
glucoside, myricetin 3-glucoside, kaempferol 3-O-(2"-O- a-ramnosil-6"-O-malonil)- -
glucosido, quercetin  3-O-(2"-O- a-rhamnosyl-6"-O-malonyl)- B-glucésido and

miricetina 3-O-(2"-O- a-ramnosil-6"-O-malonilo)- B-glucdsido.

Asimismo, segun otros estudios la concentracion de compuestos fenodlicos en
fabaceas forrajeras tropicales en edad diferente (Clitoria ternatea a los 21 dias de
edad de rebrote) presenta 80,78 g kg* de MS de polifenoles totales y a los 84 dias
obtiene 146.9 g kg de MS polifenoles totales; de la misma forma reporta 23,30 y
32.03 g kg-1 de MS en fenoles no taninos a los 21 y 84 dias respectivamente; obtiene
08.64 y 08.60 g kg de MS en taninos condesados, en taninos hidrolizables presenta
48.82y 106.35 g kg de MS a los 21 y 84 dias respectivamente. (Garcia-Ferrer, et al
2016).

Rivera (2017) sefiala que al evaluar la composiciéon quimica y microbiol6gica del
forraje de Clitoria ternatea se pudo observar los contenidos de proteina que a los 75
dias contiene con 26.18%; 90 dias con 22.17% y 105 dias con 20.62%, en la parte
microbioldgica se reportd a los 105 dias Bacterias 7.7 x 108, Hongos 2.40 x 105
Fijadores de Nitrégeno asimbioticos 1.30 x 10°. La semilla sometida a un analisis
guimico arrojo que posee un 40.81% de proteina, 21.10% de fiboray 6.72% de grasa
(Condoy, 2020). El analisis realizado en las flores proporciona una base sélida para
enfatizar el valor nutricional de Clitoria ternatea, utilizandose como colorante natural

gque va desde la bebida a la industria alimenticia (Ezzudin & Rabeta, 2018).

Por los importantes elementos bioactivos que posee la Clitoria ternatea puede
considerarse la extraccion de ellos para ser empleados como bioestimulantes; que
son segun autores especialistas en horticultura sustancias que promueven el

crecimiento de las plantas sin ser nutrientes, mejoradores del suelo o pesticidas;



caracterizados por sus diferentes modos de accion y formas de uso, son capaces de
mejorar la nutricion y desarrollo de los vegetales, Weaver (1996). Aunque también

existen sintéticos.

Entonces, los bioestimulantes son sustancias organicas, que cuando se aplican en
pequefias cantidades inducen al crecimiento de las plantas y su desarrollo. Estos
pueden incluir fitohormonas, tales como auxinas, giberelinas, citoquininas, acido
absicico y etileno. (Lozada, 2017), y permiten potenciar el crecimiento, desarrollo de
las plantas y mayor resistencia a estrés biético y abiético como estrés hidrico, exceso
de humedad, temperaturas extremas, incidencia de plagas, suelos alcalinos o acidos

y enfermedades. (Garcia, 2017).

Por lo antes mencionado, se justifica y surge el interés de esta investigacion, que es
desarrollar la extraccién de un bioestimulante a partir de Clitoria ternatea para mejorar
el crecimiento de la planta de pimiento (Capsicum annuum L.) durante sus etapas
iniciales. Para que los agricultores desarrollen una tecnologia de bajo costo, amigable
con el ambiente y de forma eficiente produzcan mejores plantas de pimiento. Esto
permitira que los agricultores descubran y den valor agregado a algunos recursos que

se encuentran en sus fincas.

Para ello se aplicé el proceso de maceracién de la Clitoria ternatea para la extracciéon
del bioestimulante, se emplea el método de espectrofotometria para conocer su
accibn a base de Clitoria ternatea, posterior al analisis fisico quimico y
microbiologicos. Seguidamente se usa el extracto del bioestimulante de forma directa

a la semilla del pimiento, monitoreando su crecimiento.

Este extracto vegetal es un concentrado, el cual contiene sustancias activas que se
encuentran presentes en la planta, en esta investigacion se consideraron el forraje y
flores de Clitoria ternatea pasando por un tratamiento con solventes como agua y
alcohol. Y actuara reforzando y bioestimulando una planta en este caso particular
plantas de pimiento (Capsicum annuum L.), lo cual garantiza la obtencién de una
planta sana, considerando a su vez que los extractos vegetales tienen propiedades
como repelente, inhiben o estimulan a insectos y patdégenos. (Pardo 2002) citado por
(Zurita, 2020)



El pimiento es una planta nativa de la zona de Bolivia y Peru, que pertenece a la
familia Solanaceae ademas de Capsicum annuum L., es una planta herbacea anual,
con un sistema radicular pivotante y profundo 70-120 cm de altura, esté provisto de
un numero elevado de raices adventicias, con un tallo de porte erecto que alcanza
0.5-1.5 m de altura, y sus frutos son ricos en provitaminas A, vitamina B, vitamina C,
y en minerales como calcio, fésforo, potasio y hierro. El periodo de pre-emergencia
varia entre 8-12 dias, con temperaturas mayores es mas rapido (Anchundia, 2017)
Una de las causas principales que afectan los rendimientos horticolas es la calidad
de las plantas, debido a que de ellas dependera el posterior desarrollo del cultivo

(Moreno, Gonzélez, & Caridad, 2019), por ello su seleccion.

Materiales y métodos

Localizacion de la investigacion

La investigacion fue de caracter experimental, ya que se realizd la extraccion del
bioestimulante y posteriormente se probaron los extractos en las plantas de pimiento,
observando la respuesta fisioldgica de las plantas de pimiento. Ademas, es de corte
transversal porque se desarroll6 en un periodo de tiempo de 60 dias el uso del
extracto (20 dias maceracion de los extractos y 40 dias de las variables agrondmicas).
Por otra parte, la fase experimental de campo se desarrollé en el Centro Experimental
“La Playita”, de la Universidad Técnica de Cotopaxi y la fase de laboratorio se lo llevo

a cabo en Analytical Laboratories Testing & Consulting.

Tratamientos y esquema del experimento

Los tratamientos bajo estudio fueron cuatro y para la aplicacion del bioestimulante se
empled cuatro bandejas germinadoras con plantas de pimiento por cada tratamiento
Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos y esquema del experimento
Tratamientos Repeticiones UE Total
Forraje mas macerado en agua
Flores mas macerado en agua
Forraje mas macerado en alcohol
Flores mas macerado en alcohol
Bioestimulante comercial
Total

UE = Unidad Experimental Bandejas

Fuente: Los investigadores (2020)
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Disefo experimental y Analisis estadistico

Para la obtencién del bioestimulante que se aplicd en las plantas de pimiento se
consideraron dos factores bajo estudio, el Factor A: partes de la planta de Clitoria 'y el
Factor B: métodos de preparacion; la combinacion de los factores llevé a obtener los
tratamientos. Para el experimento se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA)
con cinco tratamientos y cuatro repeticiones en donde se evaluaron 20 plantas de
cada bandeja experimental, se aplicé la prueba de rangos mdltiples de Tukey al 5%

de probabilidad, para el analisis se utilizo el programa estadistico Infostat. Tabla 2.

Tabla 2. Factores de investigacion

Factor A = Partes de la planta Factor B = Método de preparacion
Forraje Macerado en alcohol
Flores Macerado en agua

Fuente: Los investigadores (2020)

Elaboracion del producto
Para el desarrollo de la investigacion se realizo las siguientes actividades:

1. Se cosechoé el material vegetativo de plantas de Clitoria ternatea del Centro
Experimental La Playita, cuya edad es de dos afios aproximadamente, el
material fue pesado y limpiado con abundante agua para quitar polvo y
cualquier elemento extrafio que pudiera dafiar la mezcla.

2. El material se sec6 al sol por el tiempo de 72 horas, después de esto se
procedio a pesar 200 g de forraje (1200 g en total) y 200 g de flores (1200 g en
total) empleando la balanza Ohaus, el material se colocé en seis frascos que
contenian 360 mL de alcohol cada uno (2160 mL total) y seis frascos con 360
mL de agua (2160 mL). El proceso de maceraciéon fue de 20 dias para cada
una de las muestras.

3. Se prepararon 20 bandejas germinadoras con capacidad de 200 orificios cada
una, en donde se colocé el sustrato de tierra bien compactado y se procedi6 a
colocar dos semillas de pimiento por cada orificio, se realizé un ligero riego y
se tapo con papel periédico para evitar cualquier insecto.

4. Entre los ocho y diez dias se pudieron observar las primeras plantas de

pimiento que comenzaron a emerger y una vez que estuvieron todas las



bandejas uniformes en la poblacion de plantas se comenz6 a aplicar el
bioestimulante.

5. Alos 40 dias con la ayuda de un flexdmetro se tomaron los datos de altura de
planta (cm), y largo de raiz (cm), con calibrador pie de rey se midi6 el grosor
de tallo (mm) y por conteo el nimero de hojas lo que sirvid para observar como

funciond el bioestimulante y comparar con el testigo quimico

Resultados y discusion

Propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas de Clitoria ternatea

En la tabla 3 se puede apreciar el peso fresco y seco del forraje y de las flores de
Clitoria ternatea el cual se recolecto para la preparacién del bioestimulante, existe
alrededor de un 73.58% de humedad de los forrajes y 89.67% para las flores, en el
caso de las flores el valor es inferior al reportado por (Ezzudin & Rabeta, 2018) quien
obtiene 92.40% de humedad.

Tabla 3. Pesos del forraje y flores de Clitoria ternatea

Tratamiento Pesos (9)
Forraje verde fresco 2346.97
Forraje verde seco 620.00
Flores fresco 854.93
Flores seco 88.30

Fuente: Laboratorio de Quimica de la UTC

En la tabla 4 se hace referencia al analisis foliar del forraje y flores en donde se
destacan los macro y micronutrientes. El forraje presenta los mayores valores de
nitrégeno con 6.30%; fosforo 0.33%; calcio 0.81% mientras que las flores presentan
valores superiores en potasio con 2.82%; magnesio 0.40% y azufre con 0.36%

Tabla 4. Andlisis foliar del forraje y flores de Clitoria ternatea

. Alisi I - e 0,
Tratamiento Analisis Foliar - concentracion (%)

Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Magnesio Azufre
Forraje 6.30 0.33 2.65 0.81 0.31 0.35
Flores 4.10 0.29 2.82 0.73 0.40 0.36

Fuente: Laboratorio de Suelos, Tejidos vegetales y Aguas INIAP- Pichilingue 2020
Elaborado: Los investigadores (2020)



Dentro de la composiciéon microbiolégica los mayores valores se reportan para las
flores con 2.3 x 108 UFC/g de producto para bacterias y 1.30 x 108 UFC/g de producto
para mohos y levaduras valores superiores a los reportados por (Rivera, 2017) quien
a los 105 dias a nivel de rizosfera reporté para bacterias 7.7 x 108 y para hongos 2.4
x 10° Tabla 5

Tabla 5. Composicidon microbiologia de forraje y flores de Clitoria ternatea

Recuento
Parametros Bacterias Mohos y Levaduras
UFC/ g de producto
Forraje 3.80 x 10¢ 4.00 x 108
Flores 2.30 x 108 1.30x 108

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de la UTEQ

Anélisis de Espectrofotometria

Al efectuar el andlisis de espectrofotometria se reporté que la mayor cantidad de
fenoles se encuentran en flores con 1.01%, la mayor cantidad de alcaloides totales
en forraje con 208,21 mg/kg, lo mismo para flavonoides con 1.74%, en la actividad
antioxidante los mayores valores estan en forraje con 1.50 mg/mL de &cido gélico y
0.42 mg/mL de acido ascérbico, Tabla 6

Tabla 6. Andlisis de espectrofotometria del forraje y flores de Clitoria ternatea

Parametro Método Forraje Resultado Flores Unidad

Fenoles totales fgé%leton and Rossi 0.23 1.01 %

Alcaloides Totales AMC Sdlfe 2012 , 208.21 170.51 ma/kg
(Espectrofotometria)

Flavonoides (Como  Olga Lock et al 2006 o

Quercetina) (Espectrofotometria) L4 047 &

Actividad 1.50 1.43 ma/mL

Antioxidante DPPH DPPH Method (Ac. Galico) (Ac. Galico) 9

IC50 (Extracro Espectrofotometria 0.42 0.40

Etanolico) (Ac.Ascorbico) (Ac.Ascorbico) mg/mL

Fuente: Analytical Laboratories Testing Consulting (2020)

Crecimiento de la planta de pimiento (Capsicum annuum)

Largo de raiz y tallo (cm)

El mayor largo de raiz se reporté con el tratamiento forraje macerado en alcohol con
0,73 cm, seguido de flores macerado en alcohol con 0.60 cm y el menor valor en el

bioestimulante comercial con 0.44 cm presentandose diferencias estadisticas entre
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los tratamientos bajo estudio. El tratamiento de forraje y flores macerado con alcohol
presentaron los mayores valores de largo de tallo con 1.11 y 0.80 cm
respectivamente, el menor valor se obtuvo con el tratamiento testigo que fue el

bioestimulante comercial con 0.56 cm. Tabla 7

Tabla 7. Largo de raiz (cm) de plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) con bioestimulante
de Clitoria ternatea

Largo de raiz Largo de tallo
Tratamientos (cm) (cm)
Forraje macerado en agua 0.52 bc 0.67 bc
Flores macerado en agua 0.49 bc 0.66 bc
Forraje macerado en alcohol 0.73 a 111 a
Flores macerado en alcohol 0.60 ab 0.80 b
Bioestimulante comercial 0.44 bc 0.56 c
CV (%) 12.44 10.72
Media 0.56 0.76

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p = 0,05) segun la prueba de Tukey
Elaborado: Los investigadores (2020)

Diametro de tallo (cm) y numero de hojas

Al igual que en las variables largo de raiz y largo de tallo el mejor tratamiento se
reporta en forraje de Clitoria macerado en alcohol con 0,17 cm y los menores valores
se presentan en el forraje y flores macerado en agua, asi como en el bioestimulante
comercial con 0.10 cm. Al realizar la evaluacion del nimero de hojas en el crecimiento
de las plantas de pimiento se pudo observar que existié un mayor nimero de hojas
en el tratamiento forraje macerado con alcohol con 3.25 hojas y el nUmero de hojas
en el tratamiento con agua y con el bioestimulante comercial fueron 2.00 y 1.75 hojas

respectivamente Tabla 8

Tabla 8. Diametro de tallo (cm) de plantas de pimiento (Capsicum annuum) con bioestimulante
de Clitoria ternatea

Diametro tallo Nimero de
Tratamientos (cm) hojas
Forraje macerado en agua 0.10 c 2.00 b
Flores macerado en agua 0.10 c 2.00 b
Forraje macerado en alcohol 0.17 a 3.25 a
Flores macerado en alcohol 013 b 225 b
Bioestimulante comercial 0.10 ¢ 1.75 b
CV (%) 8.77 17.21
Media 0.12 2.25

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p = 0,05) segun la prueba de Tukey
Elaborado: Los investigadores (2020)
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Conclusiones

Se caracterizo la Clitoria ternatea encontrandose la mayor concentracién de humedad
en las flores, al igual que los elementos potasio, magnesio y azufre, ademas del mayor
numero de bacterias, mohos y levaduras. Los valores mas altos de nitrégeno, fésforo
y calcio se reportaron en el forraje de Clitoria ternatea.

Se corrio el analisis de espectrofotometria al forraje de la Clitoria ternatea dando los
mayores valores en alcaloides totales, flavonoides y actividad antioxidante, mientras
gue para los fenoles fue en las flores.

Al monitorear el crecimiento de las plantas de pimiento sometidas al bioestimulante
de forraje a base de alcohol dio como resultado un crecimiento morfoagronémico

positivo, ya que obtuvieron los valores 6ptimos.
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