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RESUMEN. La producción sostenible de forrajes requiere estrategias innovadoras que mejoren simultáneamente la calidad nutricional 

y la eficiencia en el uso de recursos. En alfalfa (Medicago sativa L.), el fósforo (P) es un nutriente esencial que participa en la transferencia 

de energía, la fotosíntesis, el crecimiento radicular y la síntesis de compuestos estructurales y nitrogenados, procesos que determinan 

directamente el rendimiento y el valor nutritivo del forraje. Sin embargo, los fertilizantes fosfatados convencionales presentan baja 

eficiencia especialmente en suelos calcareos y pH alto, ya que una fracción considerable del P aplicado se inmoviliza o pierde 

disponibilidad, lo que limita su aprovechamiento por las plantas y reduce la sostenibilidad de los sistemas productivos. En este contexto, 

la hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2) representa una alternativa atractiva como fuente de fósforo, debido a su naturaleza de fosfato cálcico 

de liberación gradual y a su capacidad de suministrar simultáneamente calcio. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la 

aplicación foliar de nanopartículas de hidroxiapatita de calcio (nHAp) sobre el rendimiento, la calidad nutricional (bromatológica) y el 

perfil de compuestos bioactivos en alfalfa, bajo un diseño completamente al azar con seis concentraciones (0, 100, 200, 300, 400 y 500 mg 

L-1) y cinco repeticiones. La dosis de 100 mg L-1 incrementó la materia seca y la proteína cruda, y redujo las fracciones fibrosas, lo que 

refleja una mejora en la calidad nutricional del forraje. En cambio, las dosis de 300 mg L-1 mejoraron el contenido de clorofilas, lo que 

sugiere una mayor eficiencia fotosintética. Las dosis altas (400-500 mg L-1) estimularon la acumulación de solidos solubles totales, 

flavonoides, la capacidad antioxidante y la actividad de enzimas antioxidantes. Estos resultados evidencian que las nHAp funcionan 

como una herramienta biotecnológica para mejorar los atributos nutricionales y funcionales de la alfalfa en sistemas de producción 

sostenibles. 

Palabras clave: Medicago sativa L., nanofertilizante, dosis-respuesta, calidad de forraje, antioxidantes, fibra detergente. 
 

ABSTRACT. Sustainable forage production requires innovative strategies that simultaneously improve nutritional quality and resource 

use efficiency. In alfalfa (Medicago sativa L.), phosphorus (P) is an essential nutrient involved in energy transfer, photosynthesis, root 

growth, and the synthesis of structural and nitrogenous compounds, processes that directly determine forage yield and nutritive value. 

However, conventional phosphate fertilizers exhibit low efficiency, especially in calcareous soils with high pH, as a considerable fraction 

of the applied P becomes immobilized or loses availability. This limits plant uptake and reduces the sustainability of production systems. 

In this context, hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) represents an attractive alternative as a phosphorus source, due to its gradual-release 

calcium phosphate nature and its ability to simultaneously supply calcium. The objective of this study was to evaluate the effect of foliar 

application of calcium hydroxyapatite nanoparticles (nHAp) on yield, nutritional (bromatological) quality and bioactive compound 

profile in alfalfa, using a completely randomized design with six concentrations (0, 100, 200, 300, 400, and 500 mg L-1) and five 

replications. The dose of 100 mg L-1 increased dry matter and crude protein, and reduced fibrous fractions, reflecting an improvement 

in forage nutritional quality. In contrast, doses of 300 mg L-1 enhanced chlorophyll content, suggesting greater photosynthetic efficiency. 

High doses (400–500 mg L-1) stimulated the accumulation of total soluble solids, flavonoids, antioxidant capacity, and antioxidant 

enzyme activity. These results demonstrate that nHAp functions as a biotechnological tool to improve the nutritional and functional 

attributes of alfalfa in sustainable production systems. 

Keywords: Medicago sativa L., nanofertilizer, dose-response, forage quality, antioxidants, detergent fiber.  
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INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad, la agricultura se ve presionada por la necesidad de aumentar la producción 

alimentaria, al tiempo que debe reducir el impacto negativo de los fertilizantes sintéticos, lo que 

representa un reto complejo (Kopittke et al. 2019, Lezoche et al. 2020). En el marco de esta 

problemática global, la producción sustentable de forrajes para la alimentación pecuaria constituye 

un área de especial atención, tanto por su importancia como por su elevada sensibilidad a factores 

limitantes. En este contexto, los forrajes constituyen la base de la nutrición del ganado, 

determinando directamente la producción de bienes de origen animal, como carne y leche. Su papel 

es fundamental en los sistemas agroalimentarios, contribuyendo significativamente tanto a la 

seguridad alimentaria global como a la estabilidad económica (Moorby y Fraser 2021, Peyraud y 

Astigarraga 2023). La alfalfa (Medicago sativa L.), conocida a nivel mundial como la "reina de las 

forrajeras", destaca por su elevado aporte de proteína cruda, fibra de buena digestibilidad y su 

capacidad para suministrar minerales esenciales (Feng et al. 2022, Droushiotis 2023). 

En el contexto mexicano, este cultivo ocupa el primer lugar entre los forrajes en términos de 

superficie sembrada, al concentrar más de la mitad (57%) del área total destinada a la producción 

de forrajes, por encima de especies como maíz, avena y sorgo (Quiñones-Muñoz et al. 2022, SIAP 

2023). No obstante, su establecimiento y manejo enfrentan limitantes importantes, entre las que 

sobresalen la disponibilidad limitada de agua y la baja concentración nativa de fósforo (P) en los 

suelos, factores que restringen su rendimiento potencial (Tan y Yolcu 2021, Lynch 2019). Las 

proyecciones de cambio climático para las próximas décadas no son alentadoras, ya que se estima 

una contracción de hasta el 24.7% en las zonas de alto potencial productivo para alfalfa en México 

hacia el año 2070, lo que resalta la necesidad apremiante de implementar sistemas de producción 

más resilientes (Rojas-Downing et al. 2017, Ahmed et al. 2024).  

En este escenario, la nanotecnología aplicada a la agricultura ha cobrado relevancia como una 

alternativa prometedora para aumentar la productividad, elevar la calidad de los cultivos y 

optimizar el aprovechamiento de los nutrientes (Kah et al. 2019, Yadav et al. 2023). En este sentido, 

las nanopartículas de hidroxiapatita (nHAp) han cobrado gran relevancia por su capacidad para 

suministrar fósforo y calcio. A diferencia de los fertilizantes fosfatados convencionales, que son 

propensos a la fijación rápida y la inmovilización en el suelo, especialmente en suelos calcareos y 

pH alto, las nHAp presentan una liberación gradual de nutrientes, lo que causa una mayor 

biodisponibilidad y menores pérdidas (Elsayed et al. 2022, Montalvo et al. 2020). Su baja toxicidad 

reportada y alta biocompatibilidad las posicionan además como un componente viable para la 

intensificación agrícola sostenible (Tiwari et al. 2022, Shang et al. 2021). Si bien los efectos positivos 

de las nHAp en la nutrición y el crecimiento de algunos cultivos han sido documentados, existe 

una brecha de conocimiento respecto a su aplicación foliar en leguminosas forrajeras perennes. Por 

lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la aplicación foliar de nHAp 

sobre el rendimiento, la calidad bromatológica y los compuestos bioactivos del forraje de alfalfa. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Localización del estudio 

La investigación se llevó a cabo en condiciones de invernadero en la Universidad Autónoma 

Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, en Torreón, Coahuila, México (25°32′38″ LN, 103°25′08″ 

LO). El clima de la región es desértico y seco, con una precipitación media anual de 250 mm y alta 

radiación solar (Hernández-Ordáz et al. 2013). 

 

Síntesis y caracterización de las nanopartículas 

Las nHAp se sintetizaron mediante el método de precipitación en medio acuoso descrito por 

Abdelmigid et al. (2022). Se utilizaron como precursores nitrato de calcio tetrahydratado 

(Ca(NO3)2·4H2O) y fosfato diamónico ((NH4)2HPO4); el pH de la reacción se ajustó entre 10 y 11, 

mediante la adición de NH4OH. La suspensión resultante fue sometida a un proceso de 

envejecimiento, lavado y secado por liofilización para preservar su estructura nanométrica. La 

caracterización se realizó de la siguiente manera: el tamaño hidrodinámico y el potencial zeta se 

midieron mediante Dispersión Dinámica de Luz (DLS, Zetasizer Nano ZS, Malvern); la morfología 

y composición elemental se analizaron por Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM, JEOL 

JEM-2100) acoplada a Espectroscopía de Energía Dispersiva (EDS); la cristalinidad se determinó 

por Difracción de Rayos X (XRD, Bruker D8 Advance) y los grupos funcionales por Espectroscopía 

Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR, Thermo Scientific Nicolet iS5). Los parámetros clave 

se resumen en la Tabla 1. 

 
Tabla 1. Caracterización fisicoquímica de las nanopartículas de hidroxiapatita 

(nHAp) sintetizadas. 

Parámetro Método Resultado 

Tamaño hidrodinámico DLS 68.5 ± 12.3 nm 

Índice de polidispersión (PDI) DLS 0.21 

Potencial Zeta DLS -25.4 ± 3.1 mV 

Morfología TE Nanopartículas esferoidales/elongadas 

Tamaño de partícula (TEM) TEM 45 ± 18 nm (largo) x 20 ± 8 nm (ancho) 

Relación Ca/P (molar) EDS 1.67 ± 0.05 

Estructura cristalina XRD Hidroxiapatita cristalina 

 

Material vegetal y manejo agronómico 

Se utilizó alfalfa (Medicago sativa L.) variedad RUVA 101® (Ruvaseed, México). La siembra fue 

realizada en macetas de polietileno (12 L) rellenas con una mezcla homogénea de arena de río, peat 

moss y perlita equivalentes a aproximadamente 33.3% de cada componente, con un pH 6.8 y CE 

0.8 dS m-1. La densidad de siembra se ajustó a 35 kg ha-1, la cual fue directa. La fertilización se 

realizó mediante una solución Steiner (Steiner 1961) y el riego se efectuó a capacidad de campo, 

manteniendo la humedad adecuada en el sustrato. Para el manejo fitosanitario aplicó 

Imidacloprid® (350 SC, 5 mL L-1), de manera preventiva contra Aphis craccivora. Para realizar los 

análisis correspondientes se tomaron muestras de cultivos en el inicio de floración (10% de 

floración). 
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Diseño experimental y tratamientos  

Se empleó un diseño experimental completamente al azar con seis dosis crecientes de nHAp 

aplicadas vía foliar: 0 (control), 100, 200, 300, 400 y 500 mg L-1, cada tratamiento con cinco 

repeticiones. Las soluciones asperjadas fueron preparadas a partir de una solución madre de 10.06 

g L-1 mediante diluciones. Se realizaron seis aplicaciones foliares con un intervalo de 15 días, 

utilizando un volumen de 500 mL por tratamiento para asegurar el punto de goteo y una cobertura 

homogénea del dosel. 

 

Parámetros Bromatológicos 

La materia seca (MS): Se determinó por el método gravimétrico tras deshidratación en estufa de 

aire forzado a 70° C hasta peso constante (Felisa®, España). Nitrógeno total (NT) y proteína cruda 

(PC): La determinación se llevó a cabo mediante el método micro-Kjeldahl, utilizando el equipo 

KJELTEC™ 8100 (Foss®) siguiendo el protocolo estándar (Lynch y Barbano 1999). El porcentaje de 

nitrógeno y de proteína cruda se obtuvo utilizando el factor de conversión de 6.25. Fibra detergente 

ácida (FDA) y Fibra detergente neutra (FDN): Las fibras se determinaron mediante el método de 

Van Soest (1967) empleando un digestor de fibra (Ankom Technology). Se utilizó 0.5 g de muestra 

molida (1 mm) se colocaron en bolsas de filtro y se sometieron a digestión con solución detergente 

ácida para (FDA) o neutra para (FDN). Posteriormente, las bolsas se lavaron con agua caliente y 

acetona, se secaron a 105 °C durante 12 h y se pesaron para calcular el porcentaje de fibra. 

 

Pigmentos fotosintéticos y sólidos solubles 

La cuantificación de pigmentos fotosintéticos se realizó siguiendo el protocolo de Nagata y 

Yamashita (1992). Para ello, 0.1 g de tejido vegetal fresco se homogeneizó en 10 mL de acetona al 

80%."El extracto se centrifugó y la absorbancia del sobrenadante se midió a 663 y 645 nm. Las 

concentraciones de clorofila a, b y total se calcularon con las ecuaciones estándar y se expresaron 

en mg 100 g-1 de peso fresco. El contenido de sólidos solubles totales (SST): Se determinó macerando 

5 g de tejido fresco con 5 mL de agua destilada. El líquido obtenido por centrifugación (3 000 rpm, 

5 min) se utilizó para medir los °Brix directamente con un refractómetro manual (Master 2311, 

Atago®, Tokyo, Japón) con un rango de 0 a 32%. 

 

Compuestos Bioactivos 

Para determinar los extractos para compuestos bioactivos se mezclaron 2 g de muestra fresca con 

10 mL de etanol al 80% en tubos de ensayo. Los tubos se colocaron en un agitador orbital (OS-3000 

Shaker) en oscuridad durante 24 h a 200 rpm y a temperatura ambiente (Ahmad-Qasem et al. 2013). 

Posteriormente, se centrifugaron a 3 000 rpm durante 5 min, y el sobrenadante se utilizo para su 

posterior análisis. El contenido fenólico total: Se determinó mediante el método de Folin-Ciocalteau 

(Gaucin et al. 2021). Se tomaron 50 µL de extracto etanólico y se mezclaron con 3 mL de agua 

destilada, 250 µL de reactivo Folin-Ciocalteau (1N) y, después de 3 min, con 750 µL de Na2CO3 

(20%). Tras 2 h de incubación en oscuridad, se midió la absorbancia a 760 nm en un 

espectrofotómetro UV-Vis. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de ácido gálico por 

100 g de peso fresco (mg EAG 100 g-1 PF). Los flavonoides totales: Se determinaron por el método 

colorimétrico (Sariñana-Navarrete et al. 2023). A 250 µL de extracto se añadieron 1.25 mL de agua 

destilada y 75 µL de NaNO2 (5%). Tras 5 min, se agregaron 150 µL de AlCl3 (10%), y después de 6 
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min, 500 µL de NaOH (1 M) y 275 µL de agua. Se midió la absorbancia a 510 nm La determinación 

de flavonoides se realizó mediante una curva patrón con quercetina (r2 = 0.998), reportando los 

resultados en mg equivalentes de quercetina por 100 g de peso fresco (mg EQ 100 g-1 PF). La 

capacidad antioxidante total se midió conforme a Brand-Williams et al. (1995), mezclando 50 µL 

del extracto con 1,950 µL de DPPH• en etanol (0.025 mg mL-1). Tras 30 min en oscuridad, se midió 

la absorbancia a 517 nm. La capacidad antioxidante se expresó en µM equivalentes de Trolox por 

100 g de peso fresco (µM ET 100 g-1 PF). 

 

Actividad Enzimática 

La actividad de glutatión peroxidasa (GPX; EC 1.11.1.9) se determinó según el método de Eshdat 

et al. (1997). Brevemente, se monitoreó la oxidación de NADPH a 340 nm en un sistema de reacción 

que contenía buffer fosfato (50 mM, pH 7.0), glutatión reducido (GSH, 1 mM), H2O2 (0.6 mM) y 

extracto enzimático. La actividad se expresó como nmol de GSH oxidado por minuto por mg de 

proteína (nmol GSH min-1 mg-1 prot). Mientras que la actividad de catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) se 

cuantificó según Anjum et al. (2016) mediante la descomposición de H2O2 a 240 nm. La mezcla de 

reacción contenía buffer fosfato (50 mM, pH 7.0) y 15 mM H2O2. La actividad se expresó como µmol 

de H2O2 descompuesto por minuto por mg de proteína (µmol H2O2 min-1 mg-1 prot). Para ambos 

ensayos, el contenido de proteína en los extractos se determinó mediante el método de Bradford 

(1976), utilizando albúmina de suero bovino como estándar. 

 

Análisis de correlación y viabilidad económica 

El estudio económico se estructuró en tres niveles: evaluación experimental, proyección comercial 

y análisis de sensibilidad. En el primero, se calcularon los índices beneficio-costo (B/C) y retorno 

de inversión (ROI) con base en el incremento observado de materia seca (28,238 kg MS ha-1 año-1) y 

el precio regional de la alfalfa ($3.20 MXN kg-1), contrastando estos beneficios con los costos del 

tratamiento con nHAp elaborado a escala de laboratorio. En la segunda fase, se proyectó un 

escenario de adopción tecnológica a nivel comercial que incorporó: (a) una rebaja del 60% en el 

costo de las nanopartículas por efectos de escala industrial; (b) un aumento del 22.41% en el 

rendimiento sobre el promedio regional; y (c) un margen de precios para la alfalfa de $3.00 a $3.50 

MXN kg-1. Finalmente, se realizó un ejercicio de sensibilidad unidireccional sobre las variables 

precio, costo y rendimiento para evaluar la solidez de los resultados ante cambios en estos factores. 

El análisis asumió estabilidad en los precios de mercado y no consideró beneficios adicionales, 

como la posible reducción del uso de fertilizantes fosfatados convencionales, que se recomiendan 

cuantificar en estudios posteriores a escala semicomercial. 

 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) de una vía. La 

normalidad y homocedasticidad se verificaron mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y 

Levene, respectivamente. Las diferencias entre medias se determinaron mediante la prueba de 

Tukey (p ≤ 0.05). Se realizó un análisis de componentes principales (PCA) y una matriz de 

correlación de Pearson para identificar las interrelaciones entre variables en estudio. Todos los 

análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico SAS versión 9.0 y el software R 

versión 4.3.1 con el paquete FactoMineR. 
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RESULTADOS 

 

Parámetros bromatológicos  

La aplicación foliar de nHAp modula los parámetros nutricionales del forraje de alfalfa (Tabla 2). 

El contenido de MS y PC mostró los mayores valores con la dosis de 100 mg L-1, registrando 

incrementos de 22.41 y 25. 091%, con relación al testigo. Dosis superiores no mostraron efectos con 

relación al tratamiento testigo. 

 
Tabla 2. Efecto de nanopartículas de hidroxiapatita de calcio (nHAp) sobre 

parámetros nutricionales del forraje de alfalfa. 

nHAp (mg L-1) Materia seca (%) Proteína cruda (%) FDA (%) FDN (%) 

Testigo 19.31 ± 0.91b 22.48 ± 0.60b 15.94 ± 2.06a 32.60 ± 1.48a 

100 22.41 ± 1.05a 25.09 ± 0.67a 12.11 ± 1.56b 27.92 ± 1.27b 

200 20.20 ± 0.99b 22.63 ± 0.61b 12.53 ± 1.62ab 31.80 ± 1.45a 

300 20.95 ± 1.03b 21.88 ± 0.59b 13.05 ± 1.68ab 31.58 ± 1.44a 

400 20.94 ± 1.03b 22.84 ± 0.61b 14.06 ± 1.81ab 30.07 ± 1.37ab 

500 20.38 ± 1.00b 22.45 ± 0.60b 14.32 ± 1.85ab 30.15 ± 1.37ab 

Medias (± DE) con letras diferentes en la misma columna son estadísticamente 

diferentes (Tukey, p ≤ 0.05). 

 

En términos de calidad de fibra el uso de nHAp favoreció la digestibilidad al reducir las fracciones 

FDA y FDN con la dosis de 100 mg L-1, reduciendo la FDA en un 24.02% y la FDN en un 14.35% 

respecto al tratamiento control. La dosis de 200 mg L-1 mostró reducciones similares en FDA, 

mientras que las dosis superiores presentaron valores intermedios sin diferencias estadísticas 

claras con el control. 

 

Pigmentos fotosintéticos y sólidos solubles 

La aplicación foliar de nanopartículas de nHAp modulo el contenido de clorofilas y sólidos solubles 

del forraje de alfalfa (Tabla 3). El contenido de clorofila A no presentó diferencias entre 

tratamientos, con valores que oscilaron entre 5.17 y 5.47 mg 100 g-1 de peso fresco. En contraste, la 

clorofila B mostró incrementos particularmente en las dosis de 300 mg L-1, las cuales registraron los 

valores más altos (23.08 mg 100 g-1 de peso fresco, respectivamente), con un incremento del 39.7% 

respecto al testigo. Con relación al contenido total de clorofila total presentó una tendencia similar 

a la observada en clorofila B. El contenido de sólidos solubles totales (°Brix), mostraron incrementos 

dependientes de las dosis de nHAp, las dosis de 200 y 500 mg L-1 presentaron los valores más altos 

con 15.52 y 15.64%, respectivamente. 

 

Compuestos bioactivos 

En cuanto a los compuestos bioactivos, la aplicación foliar de nHAp provocó respuestas selectivas 

en el forraje de alfalfa (Tabla 4). Mientras que los niveles de fenoles totales se mantuvieron sin 

cambios significativos entre los distintos tratamientos, con valores comprendidos entre 92.20 y 

97.96 mg EAG 100 g-1 de peso fresco. En cambio, el contenido de flavonoides y la capacidad 

antioxidante (C-AOX) sí mostraron una dependencia clara de la dosis de nHAp empleada. Las 
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concentraciones de 400 y 500 mg L-1 alcanzaron los valores más elevados (88.50 y 88.67 mg EQ 100 

g-1 de peso fresco, respectivamente), superando al tratamiento testigo. 

 
Tabla 3. Contenido de clorofilas y sólidos solubles en alfalfa tratada con diferentes 

concentraciones de nHAp. 

nHAp 

mg L-1 

Clorofila A 

(mg 100 g-1 PF) 

Clorofila B 

(mg 100 g-1 PF) 

Clorofila Total 

(mg 100 g-1 PF) 

Solidos Solubles 

Totales 

°Brix 

Testigo 5.25 ± 0.28a 15.12 ± 0.77c 20.37 ± 0.80c 13.81 ± 0.39c 

100 5.17 ± 0.27a 15.17 ± 0.77c 20.35 ± 0.80c 14.12 ± 0.40bc 

200 5.17 ± 0.27a 19.94 ± 1.01b 25.12 ± 0.99b 15.52 ± 0.44a 

300 5.37 ± 0.28a 23.08 ± 1.17a 28.46 ± 1.12a 14.52 ± 0.41bc 

400 5.47 ± 0.29a 21.60 ± 1.10ab 27.07 ± 1.07ab 14.93 ± 0.42ab 

500 5.47 ± 0.29a 20.76 ± 1.06b 26.23 ± 1.03b 15.64 ± 0.44a 

Medias (± DE) con letras diferentes en la misma columna son estadísticamente diferentes (Tukey, 

p ≤ 0.05). 

 
Tabla 4. Efecto de diferentes concentraciones de nHAp sobre el contenido de 

compuestos bioactivos en alfalfa. 

nHAp 

mg L-1 

Fenólicos 

(mg EAG 100 g-1 PF) 

Flavonoides 

(mg EQ 100 g-1 PF) 

C-AOX 

(µM ET 100 g-1 PF) 

0 (Testigo) 92.20 ± 1.53ª  81.20 ± 1.68b 61.95 ± 2.68b 

100 96.65 ± 1.61ª  85.02 ± 1.76ab 65.85 ± 2.85ab 

200 97.63 ± 1.62ª  85.22 ± 1.76ab 65.27 ± 2.82ab 

300 96.97 ± 1.61ª  85.85 ± 1.78ab 65.15 ± 2.82ab 

400 97.55 ± 1.62ª  88.50 ± 1.83a 68.90 ± 2.98a 

500 97.96 ± 1.63ª  88.67 ± 1.84a 68.77 ± 2.97a 

Medias (± DE) con letras diferentes en la misma columna son estadísticamente 

diferentes (Tukey, p ≤ 0.05). C-AOX: Capacidad antioxidante. 

 

Actividad enzimática 

La actividad de las enzimas antioxidantes en hojas de alfalfa mostró una respuesta dependiente de 

la concentración de nHAp aplicada (Tabla 5). La actividad de glutatión peroxidasa (GPX) y la 

catalasa (CAT), presentaron incrementos progresivos conforme aumentó la dosis de nHAp. La 

concentraciones de 500 mg L-1 registro un incremento del 59.4% y de 58.2% con relación al testigo. 

 
Tabla 5. Actividad de enzimas antioxidantes en hojas de alfalfa tratada con 

diferentes concentraciones de nHAp. 

nHAp 

mg L-1 

GPX 

(nmol GSH min-1 mg-1 prot) 

CAT 

(µmol H2O2 min-1 mg-1 prot) 

Testigo 16.37 ± 0.65d 38.03 ± 0.40e 

100 18.47 ± 1.25cd 41.77 ± 0.42d 

200 20.47 ± 0.70c 47.37 ± 0.45c 

300 22.70 ± 0.35b 50.80 ± 0.50b 

400 25.10 ± 0.80a 59.13 ± 0.55a 

500 26.10 ± 0.30a 60.20 ± 0.50a 

Medias (± DE) con letras diferentes en la misma columna son estadísticamente 

diferentes (Tukey, p ≤ 0.05). 
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Análisis de correlación y viabilidad económica  

El análisis de correlación de Pearson evidenció asociaciones significativas entre variables 

fisiológicas, nutricionales y bioactivas del forraje de alfalfa tratada con nHAp (Tabla 6). Se 

identificaron correlaciones positivas muy fuertes entre la actividad de las enzimas antioxidantes y 

el contenido de compuestos bioactivos. La actividad de glutatión peroxidasa (GPX) mostró una 

correlación positiva muy fuerte con el contenido de flavonoides (r = 0.94, p < 0.001) y con la 

capacidad antioxidante total (C-AOX) (r = 0.91, p < 0.001). De manera similar, la actividad de 

catalasa (CAT) se correlacionó positivamente con flavonoides (r = 0.93, p < 0.001) y C-AOX (r = 0.90, 

p < 0.001). Asimismo, el contenido de flavonoides presentó una correlación positiva muy fuerte con 

la capacidad antioxidante total (r = 0.96, p < 0.001). En contraste, la correlación entre fenoles totales 

y C-AOX fue débil y no significativa (r = 0.45, p = 0.058). 

 
Tabla 6. Coeficientes de correlación de Pearson (r) entre variables evaluadas en alfalfa 

tratada con nHAp. 

Variable 1 Variable 2 Coeficiente (r) Valor p Interpretación 

GPX Flavonoides 0.94 <0.001 CP muy fuerte 

GPX C-AOX 0.91 <0.001 CP muy fuerte 

CAT Flavonoides 0.93 <0.001 CP muy fuerte 

CAT C-AOX 0.90 <0.001 CP muy fuerte 

Clorofila Total Materia Seca 0.65 0.012 CP moderada 

Clorofila Total °Brix 0.72 0.005 CP fuerte 

Materia Seca Proteína Cruda 0.88 <0.001 CP muy fuerte 

Materia Seca FDN -0.85 <0.001 CN fuerte 

Proteína Cruda FDN -0.82 <0.001 CN fuerte 

Flavonoides C-AOX 0.96 <0.001 CP muy fuerte 

Fenólicos Totales C-AOX 0.45 0.058 CP débil (no significativa) 

GPX Flavonoides 0.94 <0.001 CP muy fuerte 

C-AOX: Capacidad antioxidante total; FDN: Fibra detergente neutra; CP: Correlación 

positiva; CN: Correlación negativa  

 

En el ámbito nutricional, el contenido de clorofila total mostró una correlación positiva moderada 

con la materia seca (r = 0.65, p = 0.012) y una correlación positiva fuerte con los sólidos solubles 

(°Brix) (r = 0.72, p = 0.005). La materia seca presentó una correlación positiva muy fuerte con el 

contenido de proteína cruda (r = 0.88, p < 0.001) y correlaciones negativas fuertes con la fibra 

detergente neutra (FDN) (r = -0.85, p < 0.001). De forma consistente, la proteína cruda también se 

correlacionó negativamente con la FDN (r = -0.82, p < 0.001). 

El análisis de rentabilidad para la dosis optima de nHAp (100 mg L-1), muestra una viabilidad 

económica (Tabla 7). El costo de dicho tratamiento es de $1,080 MXN ha-1, mientras que el 

incremento en la producción de materia seca es de 28,238 kg ha-1 año-1, generando ingresos brutos 

de $90,363 MXN ha-1 año-1. Esto produce una la relación beneficio-costo (B/C) fue de 83.7 y un 

retorno de la inversión (ROI) de 8 266%, reflejando una alta rentabilidad en la producción de alfalfa. 
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Tabla 7. Indicadores de viabilidad económica para la aplicación de nHAp 

(100 mg L-1) en alfalfa. 

Indicador Valor Unidad 

Costo tratamiento nHAp/ha/año $1 080 MXN 

Producción adicional MS/ha/año 28 238 kg 

Valor producción adicional $90 363 MXN 

Relación Beneficio-Costo (B/C) 83.7 (adimensional) 

Retorno de Inversión (ROI) 8 266 % 

 

 

DISCUSIÓN 

 

Parámetros bromatológicos 

Las características agronómicas y bromatológicas de la alfalfa, tales como el rendimiento de MS, la 

PC, la FDN y la FDA, constituyen indicadores clave de la calidad del forraje y de su valor 

nutricional para la alimentación animal (Atumo et al. 2021). Los resultados del estudio demuestran 

que la dosis de 100 mg L-1 de nHAp optimizó el rendimiento y la calidad nutricional, al generar 

incrementos del 22.41% en la producción de MS y del 25.09% en la PC con respecto al testigo. Estos 

hallazgos superan el umbral del 19% de proteína cruda propuesto por Bera et al. (2023) para forrajes 

de excelente calidad. El comportamiento observado se explica por la capacidad de las nHAp para 

liberar fósforo y calcio de forma lenta y sostenida. Ya que el fósforo es un componente crítico en la 

síntesis de ATP y la activación enzimática del metabolismo del nitrógeno, lo que potencia la síntesis 

proteica (Ammar et al. 2025). En este sentido, Liu y Lal (2014) demostraron que la aplicación de 

nHAp en soya incrementó el rendimiento en más del 30%, asociado a una liberación sostenida de 

fósforo. No obstante, la respuesta positiva observada a concentraciones bajas contrasta con los 

efectos reportados a dosis elevadas de nanopartículas. Landa et al. (2024) señalaron que altas 

concentraciones de nanopartículas pueden inducir la expresión de genes relacionados con 

respuestas al estrés, defensa contra patógenos y estrés oxidativo, lo que puede traducirse en una 

reducción del crecimiento vegetal. De manera similar, Wu et al. (2024) indicaron que la elevada 

reactividad de algunas nanopartículas puede generar efectos adversos asociados al estrés oxidativo 

cuando se aplican en concentraciones excesivas. Los valores más bajos de FDN y FDA obtenidos 

con la dosis de 100 mg L-1 sugieren una mejora en la digestibilidad del material vegetal. Esta 

tendencia podría explicarse por el papel del calcio en forma de nanopartículas, el cual contribuye 

a preservar la estabilidad de las membranas celulares y a incrementar la relación entre tejidos con 

alta actividad metabólica y aquellos de tipo estructural (Koç e İlhan 2025). No obstante, el 

comportamiento no lineal observado con concentraciones superiores a 100 mg L-1 apunta hacia un 

posible fenómeno de saturación o bien a un redireccionamiento del metabolismo vegetal hacia 

mecanismos de defensa (Landa et al. 2024). 

 

Pigmentos fotosintéticos y sólidos solubles 

El aumento en los niveles de clorofila detectado en las plantas que recibieron nHAp podría estar 

relacionado con la liberación paulatina de fósforo, un nutriente que participa directamente en la 

síntesis de clorofila, así como en los mecanismos de regeneración de ATP y NADPH necesarios 
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para el proceso fotosintético. Las nanopartículas pueden ingresar rápidamente a los tejidos 

vegetales a través de los estomas y plasmodesmos, favoreciendo una mayor eficiencia y reduciendo 

pérdidas de fósforo (Tiwari et al. 2022). Resultados similares han sido reportados por Flores-

Hernández et al. (2021) quienes demostraron que la aplicación foliar de nHAp incrementa la 

concentración de clorofila en Raphanus sativus, lo que respalda el papel de estas nanopartículas en 

la mejora de la eficiencia fotosintética. Esta mejora fotosintética se correlacionó fuertemente con el 

incremento de sólidos solubles totales, lo que puede atribuirse a un mayor transporte y 

acumulación de carbohidratos, favorecido por una nutrición adecuada en fósforo y calcio. Sobre lo 

mismo Hashem et al. (2023) reportaron resultados similares en melón tratado con nanopartículas, 

los cuales fueron asociados a una mayor eficiencia en el transporte de azúcares. No obstante, la 

respuesta positiva a la aplicación de nanopartículas puede verse comprometida a concentraciones 

elevadas. Investigaciones previas han documentado que concentraciones elevadas de 

nanopartículas pueden incidir desfavorablemente en la actividad fotosintética (Mustapha et al. 

2022), disminuir los niveles de clorofila total y elevar de forma notoria los marcadores de estrés 

oxidativo (Malea et al. 2022). Por esta razón, la utilización de nHAp podría interpretarse como una 

estrategia de doble filo, en la que los efectos positivos están supeditados a la concentración 

aplicada. 

 

Compuestos bioactivos 

El aumento selectivo de flavonoides y de la capacidad antioxidante, en ausencia de cambios en los 

fenoles totales, apunta hacia una estimulación dirigida de la ruta de síntesis de flavonoides, en la 

que probablemente participa la enzima chalcona sintasa (Golkar et al. 2025). Este patrón de 

respuesta sugiere que las nHAp funcionan como agentes elicitores capaces de influir en rutas 

metabólicas concretas, particularmente aquellas vinculadas con la activación de mecanismos de 

defensa en plantas, como la vía de los fenilpropanoides, encargada de generar diversos compuestos 

fenólicos con propiedades antioxidantes (Rivero-Montejo et al. 2021, Izuafa et al. 2025). Bajo esta 

perspectiva, la elevación paralela de flavonoides y de la capacidad antioxidante total registrada en 

este trabajo apunta a una activación sincronizada de sistemas de defensa destinados a contrarrestar 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) generadas como consecuencia del incremento en la 

actividad metabólica inducida por las nHAp. Diversos estudios han demostrado que la aplicación 

de nanopartículas metálicas en concentraciones adecuadas puede contribuir a la reducción del 

estrés oxidativo en plantas, favoreciendo la eliminación de ROS producidas durante condiciones 

de estrés abiótico (Madanayake et al. 2021). Sin embargo, esta respuesta benéfica depende 

estrechamente de la dosis empleada. Mondéjar-López et al. (2024) señalaron que concentraciones 

elevadas de nanopartículas metálicas pueden inducir efectos fitotóxicos, debido a que estos 

materiales pueden generar respuestas contrastantes beneficiosas o perjudiciales según la 

concentración y las condiciones de exposición (Islam et al. 2025). 

 

Actividad enzimática 

La respuesta enzimática GPX y CAT observada corresponde a un efecto de hormesis, donde a dosis 

elevadas de nHAp se aumentó el contenido de flavonoides y la capacidad antioxidante, mientras 

que dosis bajas promueven el rendimiento. Diversos estudios señalan que las nanopartículas 

pueden actuar como elicitores de estrés moderado, promoviendo la activación de mecanismos 
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antioxidantes sin necesariamente generar daño fisiológico (Rivero-Montejo et al. 2021, Khan et al. 

2024). En este contexto, el aumento en la actividad de GPX y CAT sugiere una mayor capacidad de 

detoxificación de especies reactivas de oxígeno (ROS), lo cual contribuye al mantenimiento de la 

estabilidad metabólica bajo condiciones de mayor actividad fisiológica, manteniendo el equilibrio 

redox celular (Kaya et al. 2019), lo que permite una mayor resiliencia ante el estrés. La divergencia 

entre la dosis óptima para crecimiento (100 mg L-1) y la dosis óptima para activación del sistema de 

defensa (400-500 mg L-1) subraya la versatilidad de las nHAp como herramienta de manejo, 

permitiendo elegir entre estrategias de biofortificación nutricional o de biofortificación funcional 

según el objetivo productivo. 

 

Análisis de correlación y viabilidad económica 

Mediante el análisis de correlación fue posible conocer las respuestas de tipo fisiológico, nutricional 

y bioactivo provocadas por la aplicación de nHAp. La relación positiva entre la actividad de las 

enzimas antioxidantes y los niveles de flavonoides, así como con la capacidad antioxidante total, 

refleja una acción conjunta del sistema de defensa antioxidante, donde los mecanismos de tipo 

enzimático y no enzimático operan de manera sincronizada frente al estímulo inducido por las 

nHAp. Este es consistente con lo reportado en otros estudios sobre respuestas antioxidantes 

generadas por nanomateriales en especies vegetales (Rivero-Montejo et al. 2021). Por otra parte, la 

correlación positiva entre el contenido de clorofila, la producción de materia seca y los sólidos 

solubles sugiere que el aumento en la eficiencia fotosintética se refleja en mayor acumulación de 

biomasa y fotoasimilados. De igual forma, la correlación negativa entre los indicadores productivos 

y la fibra detergente neutra respalda la noción de que las mejoras en el rendimiento y en la calidad 

proteica del forraje están asociadas con disminución de los componentes estructurales de la pared 

celular, lo cual incide favorablemente en la digestibilidad (Jia et al. 2018). El análisis de componentes 

principales reforzó esta distinción funcional, al mostrar que las concentraciones bajas de nHAp se 

vinculan con variables asociadas al crecimiento y la calidad nutricional, mientras que las dosis 

elevadas se relacionan con la estimulación del sistema antioxidante. Este patrón de 

comportamiento reafirma que la respuesta de la alfalfa a la aplicación de nHAp está determinada 

por la dosis y responde a propósitos fisiológicos diferenciados. 

Desde el punto de vista económico-productivo, la aplicación de nHAp mostró potencial de 

rentabilidad, atribuible al incremento en la producción de materia seca y a la mejora en la calidad 

nutricional del forraje. Dichos efectos permiten potenciar el valor comercial de la alfalfa y fortalecer 

su posición competitiva en sistemas de producción intensiva. La relación costo-beneficio favorable 

obtenida sugiere que el uso de nHAp constituye una opción económicamente para los productores 

de forrajes, si se considera su incorporación en programas de manejo nutrimental más eficientes. 

No obstante, se requiere validación en condiciones de producción semicomercial, donde factores 

como la fluctuación de precios, los costos operativos y la escala de aplicación podrían incidir en su 

rentabilidad real. 

 

 

 

http://?


 www.ujat.mx/era e-ISSN: 2007-901X 

 Gaucín-Delgado et al. 
Hidroxiapatita de calcio mejora la calidad forrajera 

Ecosist. Recur. Agropec. 13(2): e5073, 2026 
https://doi.org/10.19136/era.a13n2.5073 

12 
 

CONCLUSIONES 

 

La aspersión foliar de nanopartículas de hidroxiapatita de calcio (nHAp) es una alternativa eficaz 

para potenciar el valor agronómico de la alfalfa, aunque su efecto está fuertemente condicionado 

por la concentración aplicada. Se determinó que una dosis intermedia (100 mg L-1) es la más 

apropiada para optimizar el rendimiento y la calidad bromatológica del forraje, al promover el 

aumento de la materia seca y la proteína cruda, y disminuir el contenido de fibra. Por el contrario, 

concentraciones de 400 a 500 mg L-1 estimularon la producción de flavonoides y la capacidad 

antioxidante, lo que apunta a una activación de mecanismos de defensa que podría ser 

aprovechada con fines de biofortificación funcional. Estos resultados evidencian que las nHAp 

ofrecen la posibilidad de direccionar el metabolismo de la alfalfa hacia distintos propósitos 

productivos mediante un ajuste de la dosis. No obstante, se sugiere la realización de estudios a 

escala semicomercial y con seguimiento a largo plazo que permitan confirmar su factibilidad 

económica, así como evaluar la posible acumulación de nanopartículas en el tejido vegetal y sus 

potenciales repercusiones ambientales, previo a su implementación generalizada. 
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