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Resumen y Abstract IX

Resumen

Uso del nitrégeno en pasturas asociadas con Leucaena diversifolia en un Molisol
del Valle del Cauca, Colombia

La produccion de ganado bovino en el trépico se realiza principalmente en pastos en
monocultivo, y esta caracterizada por escaza adopcién de tecnologia y una alta ocupacion
de tierra. Con el objetivo de evaluar diferencias en el uso del nitr6geno en pasturas
asociadas con la leguminosa Leucaena diversifolia en el Valle del Cauca, Colombia, se
evaluaron cuatro tratamientos de pasturas incluyendo Urochloa hibrido cv. Cayman y U.
brizantha cv. Toledo solas y asociadas con L. diversifolia. Se midieron las variables de
producciéon de biomasa, absorcién de N en el forraje, fijacién de N de L. diversifolia y las
emisiones de 6xido nitroso del suelo tras la aplicacion de parches de orina en las pasturas.
Los tratamientos de pasturas asociadas con L. diversifolia produjeron hasta un 165% mas
biomasa y presentaron hasta 50% mayor concentraciéon de N en el tejido foliar que los
tratamientos de Cayman y Toledo solos. Ademas, la proporcién de N derivado de la
atmosfera en L. diversifolia se estimo alrededor del 90%. Las emisiones de 6xido nitroso
absolutas tras la aplicacion de parches de orina fueron mayores en las pasturas asociadas
con L. diversifolia. No obstante, debido al aumento en la produccion de forraje por unidad
de area la intensidad de emisiones resulté hasta un 18% mas baja que en las pasturas de
graminea sola. La integracion de pastos de Urochloa con leguminosas como L. diversifolia
constituyen una importante alternativa para intensificar sosteniblemente la produccion

animal de la mano con provision de diferentes servicios ecosistémicos.

Palabras clave: Brachiaria, cambio climéatico, silvopastoril.
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Abstract

Nitrogen use in pastures associated with Leucaena diversifolia in a Molisol of Valle

del Cauca, Colombia

Cattle production in the tropics is carried out mainly on monoculture pastures, and is
characterized by low adoption of technology and high land occupation. In order to evaluate
differences in nitrogen use in pastures associated with the legume Leucaena diversifolia in
Valle del Cauca, Colombia we evaluated four pasture treatments including Urochloa hybrid
cv. Cayman and U. brizantha cv. Toledo both alone and associated with L. diversifolia. To
that purpose we measured plant biomass production, forage N uptake, N fixation of L.
diversifolia, and nitrous oxide emissions from soil after the application of urine patches in
the pastures. Pasture treatments associated with L. diversifolia produced up to 165% more
plant biomass and showed up to 50% higher N concentration in leaf tissue than the Cayman
and Toledo alone pastures. Furthermore, the proportion of N derived from the atmosphere
in L. diversifolia was estimated around 90%. Absolute nitrous oxide emissions after the
application of urine patches were higher in pastures associated with L. diversifolia,
however, due to the increase in forage production per unit area, the intensity of emissions
was up to 18% lower than in grass alone pastures. The integration of Urochloa grasses
with legumes such as L. diversifolia constitutes an important alternative to sustainably

intensify animal production hand in hand with the provision of different ecosystem services.

Keywords: Brachiaria, climate change, silvopastoral.
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1.Introduccion

Colombia cuenta con un inventario bovino de 28,8 millones de animales, los cuales ocupan
un area de mas de 39 millones de hectareas (ha) (Federacion Nacional de Ganaderos,
2021), resultando en una carga de 0,73 animales por ha. Este modelo extensivo de
produccién esta basado frecuentemente en pasturas de monocultivo, con algin nivel de
degradacién, manejo deficiente y escasa adopcién de tecnologia. La baja productividad de
estos sistemas esta determinada por la sobreutilizacion de pasturas y la reduccion del
nitrégeno (N) y fésforo (P) disponibles del suelo. Esto conlleva a la necesidad de ampliar
cada vez mas el area necesaria para la produccion de ganado incluso en areas no aptas
para tal actividad, a la vez que contribuye a promover la percepcion negativa de la sociedad
civil sobre la ganaderia al relacionarla con deforestacion, degradacion de los recursos
naturales, y pérdida de la biodiversidad.

Alternativamente, las asociaciones de gramineas y leguminosas en las pasturas tropicales
han demostrado proveer multiples beneficios entre los que se encuentran: fijacion
simbidtica de N, alto valor nutritivo para el ganado (alta proteina), sistema radical de
alcance profundo (recuperacion de suelos degradados), amplia diversidad taxonémica y
genética, y presencia de metabolitos secundarios benéficos (I. Rao et al., 2015). Tales
condiciones favorecen un aumento de la biomasa vegetal (mayor oferta de forraje) y la
ganancia de peso animal, permitiendo incrementar la productividad por unidad de areay

reducir las emisiones de metano entérico por unidad de producto (kg de carne o leche).

De acuerdo al dltimo inventario de gases de efecto invernadero (GEI) realizado por el
Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM), en Colombia el
sector agropecuario contribuye con el 26% de las emisiones totales de GEI (IDEAM et al.,
2016). Del total de las emisiones agropecuarias del pais, el 34,6% corresponden a
emisiones de 6xido nitroso (N-O), un gas con potencial de calentamiento global 300 veces
mas alto que el del di6xido de carbono (CO,) (Galloway et al., 2008). En pasturas

tropicales, las altas emisiones de N»O se producen a partir de las dinamicas de nitrificacion-
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desnitrificacion en el suelo generadas por la baja eficiencia del uso del nitrogeno (EUN)
(Robertson & Groffman, 2015). Entre el 50% y el 70% del N inorgénico del suelo se pierde
en el ambiente principalmente por procesos de lixiviacion de nitratos (NO3z") y emisiones de
N2O. No obstante, algunas especies del género Urochloa y Megathyrsus maximus
presentan capacidad de inhibicién bioldgica de la nitrificacion (IBN), es decir, de liberar
exudados radicales al suelo con capacidad de inhibir la actividad de microorganismos
nitrificantes y, por ende, reducir las pérdidas de N asociadas a nitrificacién (Subbarao et
al., 2009; D. Villegas et al., 2020).

Los pastos del género Urochloa juegan un papel fundamental en la ganaderia del Valle del
Cauca, pues junto con especies como Cynodon plectostachyus y Megathyrsus maximus
son las principales pasturas mejoradas del departamento, plantadas en el 20% del area de
pasturas (Morales-Vallecilla & Ortiz-Grisales, 2018). Las caracteristicas fisiol6gicas de los
pastos de Urochloa, tales como su tolerancia a sombrio y persistencia en el tiempo
permiten que se puedan formar asociaciones estables con otro tipo de plantas de porte
arbustivo o arboreo en sistemas silvopastoriles, los cuales comprenden actualmente solo

el 2% del &rea de pasturas en el Valle del Cauca.

Leucaena diversifolia es una especie de leguminosa arbustiva multipropésito con un amplio
rango de adaptabilidad usada para conservacion y estabilizacién de suelos, barbechos,
abono verde, suplementacion alimenticia, entre otros. No obstante, a pesar de que esta
especie ha sido evaluada bajo una variedad de aplicaciones agroforestales, pocos estudios
han evaluado su calidad como planta forrajera y su incidencia sobre las dinamicas del

ciclaje de N en pasturas.

Sistemas silvopastoriles basados en pastos de Urochloa y leguminosas como L. diversifolia
podrian integrar importantes caracteristicas como la capacidad de IBN y de acumular
carbono (C) en el suelo de pastos Urochloa (Fisher et al., 1994) y de fijacion de N de L.
diversifolia para constituir una opcién promisoria para mejorar la producciéon ganadera en

la regién y mitigar sus impactos ambientales.

Historicamente, la mayoria de estudios en pasturas tropicales se han enfocado en solo uno
de los tres componentes principales que intervienen en la productividad del sistema
ganadero: ganado, forraje o suelo, siendo las evaluaciones de ganancia de peso animal

predominantes entre la literatura disponible. En efecto, estudios preliminares han evaluado
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la respuesta animal a la inclusion de L. diversifolia en pasturas de la graminea Urochloa
sp. y la leguminosa herbacea Canavalia brasiliensis. Resultados de tales estudios
indicaron la capacidad de las leguminosas de incrementar significativamente la ganancia
de peso animal y paralelamente reducir las emisiones de metano entérico respecto a la
pastura en monocultivo, posiblemente debido a mayor consumo de materia seca y mejor
eficiencia de uso de nutrientes (Arango et al., 2019). No obstante, de acuerdo con Boddey
et al. (2020) el ciclaje mejorado de N por la presencia de leguminosas en las pasturas
podria conllevar también a mayores emisiones de o6xido nitroso. Con la informacion
disponible a la fecha no es posible elucidar la contribucion especifica de L. diversifolia al
incremento en la productividad animal, en términos de produccion de biomasa, calidad
nutricional de forraje, fijacion de N, su rol sobre la nutricién de la graminea Urochloa sp., 0

sobre las pérdidas de N en forma gaseosa.

Debido a la importancia del sector ganadero en la economia colombiana y considerando
su alta huella ambiental es necesario realizar estudios que contribuyan a mejorar el
entendimiento del ciclaje de N en pasturas tropicales. Las asociaciones de gramineas con
leguminosas tales como Urochloa sp. y L. diversifolia pueden proveer multiples beneficios
para contribuir a mejorar la eficiencia en el uso de recursos, asi como la productividad en
beneficio del medio ambiente. Evaluar el papel que juega la interaccion de L. diversifolia
con Urochloa sp. podria contribuir a mejorar el entendimiento de las asociaciones entre
gramineas y leguminosas, y desarrollar estrategias de manejo con el objetivo de incentivar
la adopcién de tecnologias forrajeras que contribuyan a intensificar la produccion ganadera

de una manera sostenible ambiental y econémicamente.
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2.0bjetivos

General

Evaluar el uso del N en pasturas de Urochloa sp. solas y asociadas con Leucaena

diversifolia en un suelo de orden Molisol del Valle del Cauca.

Especificos

e Analizar el efecto de la interacciéon con L. diversifolia sobre la produccién de
biomasa y calidad nutricional de Urochloa hibrido cv. Cayman.

e Analizar el efecto de la interaccion con L. diversifolia sobre la produccién de
biomasa y calidad nutricional de Urochloa brizantha cv. Toledo.

e Determinar la capacidad de fijacién biologica de N de L. diversifolia asociada con
Urochloa hibrido (cv. Cayman) y Urochloa brizantha (cv. Toledo).

e Determinar el efecto de la interaccion L. diversifolia—Urochloa sp. sobre la
nitrificacion del suelo y las emisiones de 6xido nitroso.



3.Marco tedrico y estado del arte

3.1 Suelos del orden Molisol en Colombiay el Valle del
Cauca

Los Molisoles comprenden un orden de suelos minerales generalmente de color oscuro y
ricos en bases. Casi todos los Malisoles tienen un epipeddn mdlico, es decir un horizonte
superficial (u horizontes) relativamente grueso, de color oscuro y rico en humus en el que
los cationes bivalentes son dominantes en el complejo de intercambio y el grado de
estructura es de débil a fuerte. Otros Molisoles pueden tener un horizonte argilico, natrico
0 calcico. Muy pocos tienen un horizonte albico, petrocélcico o duripan. En diferentes
partes del mundo son conocidos como “suelos de praderas”. Esto debido a que muchos
se formaron bajo una vegetacion de sabana, recibiendo un gran aporte de materia organica
proveniente de la biomasa tanto aérea como radical de gramineas, lo cual puede influir en

el espesor del horizonte (Soil Survey Staff, 1999).

En Colombia, los suelos del orden Molisol componen una fraccién relativamente menor en
la geografia nacional. Se encuentran principalmente en la cuenca alta del rio Cauca, la
cuenta alta-media del rio Magdalena, y en la region Caribe a excepcion de la sierra nevada
de Santa Marta y la alta Guajira. Estos suelos estan muy correlacionados geograficamente
con los Alfisoles, ambos caracterizados por una saturacion de bases alta en comparacién
con otros suelos del pais. Esta caracteristica esta relacionada con climas estacionales con
periodos secos moderados que evitan el lavado de bases y en su lugar tienden a la
saturacion. Tales condiciones favorecen la permanencia de esmectitas, minerales
arcillosos como vermiculita, integrados, micas y caolinita, y en la fraccion arena presencia

de cuarzo, feldespatos, epidota, anfiboles entre otros (Malagén Castro et al., 1995).

Los materiales parentales dominantes de los Molisoles del Valle del Cauca corresponden
a sedimentos fluviales del Holoceno y acumulacién de materiales erodados (de origen

igneo) de las cordilleras Central y Occidental. La meteorizacién de tales materiales condujo
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a la formacion de arcillas de tipo 2:1, con alta saturacion de bases, alto pH, y alta
concentracion de sales solubles (Howeler, 1986).

En el Valle del Cauca los Molisoles estan tipificados principalmente por los Haplustolls.
Estos suelos se consideran altamente productivos, con un alto contenido de materia
organica, y suelen tener texturas franco-arcillosa, arcillo-limosa, o franco-arcillo-limosa
(Howeler, 1986). La mayoria de los Haplustolls tienen un horizonte cdmbico bajo el
epipedon mdlico, en el cual se han acumulado carbonatos o sales solubles.
Adicionalmente, tienen una capa de transicion entre el epipeddén mdlico y el horizonte
subsuperficial cuyo volumen estd compuesto en menos de un 25% por agujeros de

gusanos o madrigueras de otros animales (Soil Survey Staff, 1999).

3.2 Ciclo del nitrogeno (N)

El N es el nutriente mas limitante para la productividad de las plantas. Es por esto que,
durante su evolucion, diferentes mecanismos han surgido para evitar la competencia por
el recurso y aprovechar diferentes formas tanto organicas como inorganicas de N. Su ciclo
en el suelo comprende distintas fases, entre ellas la fijacion, mineralizacion, inmovilizacion,
nitrificacion y desnitrificacion. En ecosistemas naturales (bosques alto-andinos y
templados) el flujo de N se regula a través de la explotacion de diferentes formas tanto
organicas como inorganicas de N (Smolander et al., 2012). Sin embargo, ecosistemas
artificiales como los agricolas son poco eficientes en el manejo del N, alcanzando pérdidas
de mas del 70% del N aplicado a través de fertilizantes debido a procesos de nitrificacion
rapida, lo cual implica serios problemas de polucidon ambiental, por lixiviacion de nitrato
(NO3) a aguas subterraneas y emisiones directas de 6xido nitroso (N2O, considerado el
mayor destructor del ozono en la atmaosfera) por procesos de desnitrificacion (Subbarao et
al., 2012).

La atmésfera esta compuesta en un 78% de N, no obstante, a pesar de su abundancia
este no es facilmente asimilable para la mayoria de las plantas terrestres, debido al enlace
covalente triple que une los dos dtomos del di-nitrdgeno molecular (N2, estado oxidativo de
0). Es por esto que el ciclo del N nace con la fijacion del N» atmosférico, el cual es reducido

a amoniaco (NHs) bien sea por medios sintéticos o naturales.

Entre todos los sistemas de produccion, la ganaderia basada en el pastoreo de forrajes

tiene posiblemente una de las redes mas complejas de ciclaje de nutrientes, y
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especificamente, de N. Esto debido al gran nimero de actores y fuentes nitrogenadas que
intervienen entre si, en un sistema que integra no sélo la vegetacion y el suelo, sino
también al animal, cuya actividad genera: i) un recambio permanente de la biomasa
vegetal, con un corte no uniforme del pasto tanto en el plano horizontal como el vertical; ii)
deposiciéon de altas concentraciones de N en puntos especificos ‘hotspots’ mediante
deposicién de excretas; y iii) cambios en las propiedades fisicas y biolégicas del suelo

debido al pisoteo constante.

3.2.1 Fijacion biolégica de N (FBN)

La fijacion bioldgica de N (FBN) es el proceso por el cual algunos microorganismos, bien
sea de vida libre o en simbiosis con algunas plantas, reducen el N atmosférico (N), el cual
es inaccesible para la mayoria de las plantas terrestres, en NH3; por medio de la enzima
nitrogenasa. El NH; posteriormente es transformado en amonio (NH4*) y NOs'". Plantas con
la capacidad de asociarse con bacterias fijadoras de N (bacterias del género Rhizobium)
pueden obtener N simbidticamente como una alternativa al N mineral del suelo,
garantizando un nutriente esencial que usualmente es obtenido por la via de la fertilizacién

nitrogenada en los cultivos (Boddey et al., 2020).

Para la reaccion de la nitrogenasa es necesaria energia en forma de ATP, y equivalentes
reductores (electrones). Adicionalmente, esta enzima es altamente sensible al oxigeno O,
el cual genera una inactivacién irreversible. Es por esto que los microorganismos
diazotrofos han desarrollado mecanismos para aislar la nitrogensa de especies toxicas de
O, por ejemplo a través de barreras mecanicas que controlan la difusién de O, o por
medio de la enzima leghemoglobina, la cual deja suficiente O, para la respiracién celular
(Cooper & Scherer, 2012).

Algunos factores fundamentales para mantener la eficiencia de la actividad FBN incluye la
disponibilidad de ciertos elementos quimicos para las plantas como son: el fosforo (P),
debido a la alta demanda de ATP para la actividad de la nitrogenasa y la sintesis de &cidos
nucleicos y fosfolipidos; el calcio (Ca), para los eventos tempranos de la infeccion y
garantizar un ndamero alto de nédulos (algunos efectos negativos de la acidez en la
nodulacion se deben a deficiencia de Ca); el azufre (S), por la produccién de aminoacidos

como cisteina y metionina; el molibdeno (Mo) y hierro (Fe), que son componentes de la
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nitrogenasa. Adicionalmente también de boro (B), cobalto (Co) y niquel (Ni) (Cooper &
Scherer, 2012).

Otros factores del suelo importantes para la FBN son: i) la salinidad, ya que la mayoria de
las leguminosas son sensibles a ésta; ii) La humedad del suelo, ya que influye en la
arquitectura y desarrollo de la raiz, de hecho en zonas é&ridas los rizobios pueden morir
durante la época seca; iii) La temperatura, ya que en condiciones de alta temperatura se
puede desequilibrar la supervivencia y persistencia del algunas cepas de rizobios y alterar
la infeccion de las raices; y iv) La acidez, ya que en suelos acidos la densidad de rizobios
libres puede ser muy baja.

En sistemas agricolas la FBN puede ocurrir de tres tipos: i) simbidtica, ii) asociativa, o iii)
de vida libre, las cuales difieren tanto en su capacidad de fijacion como en la fuente de
energia empleada (Cooper & Scherer, 2012).

= FBN simbiotica

En la fijacién simbidtica existe un intercambio mutuo, por parte de la planta hospedera se
transfiere el carbono (C) fijado fotosintéticamente a la bacteria fijadora, comiunmente de
los géneros Rhizobium, Frankia, y Nostoc/Anabaena, los cuales a su vez proporcionan el
N fijado a la planta hospedera. En el grupo de plantas de las leguminosas (Fabaceae) este
proceso ocurre generalmente en estructuras especializadas de las raices llamadas
nédulos. La FBN simbiodtica es la que realiza mas aportes de N al suelo en comparacion
con otros tipos de fijacion. A través de este mecanismo puede haber aportes a los cultivos
hasta de 680 kg de N/ha (Unkovich et al., 2008). El amplio potencial de las leguminosas
noduladas para la FBN esta basado en tres factores: la provision directa de fotosintatos a
los bacteroides fijadores de N en los nddulos, la regulacién del O, a bajas concentraciones

en el interior de los nédulos, y la rapida exportaciéon del N fijado (Cooper & Scherer, 2012).

En la FBN simbiética, la capacidad fijadora dependera de la cepa bacteriana, el genotipo
de la planta hospedera, y factores ambientales. En plantas noduladas de tipo leguminosa
los microorganismos fijadores son los generalmente conocidos como rizobios, los cuales
incluyen los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Azorhizobium y Allorhizobium. Por otra parte, en las noduladas no leguminosas, son los

actinomicentos del género Frankia (Ledgard & Giller, 1995).



Capitulo 1 9

= FBN asociativa

Al igual que en la FBN simbibtica, en este fendbmeno también existe un intercambio mutuo
de Cy N entre la planta y los microorganismos diazétrofos, los cuales se pueden encontrar
colonizando la superficie de las raices, o invadiendo la corteza de las plantas como
enddfitos en hojas, tallos, o haces vasculares, sin residir en 6rganos especializados. A
través de este mecanismo puede haber fijacidbn de hasta 240 kg de N/ha. En la FBN
asociativa las bacterias obtienen el beneficio de las plantas principalmente por los
exudados radicales, de los cuales obtienen energia, C, nutrientes, y otros compuestos. La
informacion con la que se cuenta hasta el momento no es concluyente sobre los
mecanismos por los cuales la planta obtiene el N de las bacterias, de hecho, en muchos
casos estas asociaciones involucran fijadores de vida libre, los cuales tienen bajas tasas
de fijacién. La importancia relativa de este proceso depende en gran medida por la
disponibilidad de N en el suelo, pues a mayor nivel de N en el suelo, menor abundancia de
diazétrofos (Cooper & Scherer, 2012).

=  FBN de vida libre

Esta es una forma de fijacion asimbiotica realizada por microorganismos de vida libre, si
bien pueden ser tanto autotrofos como heterotrofos, estos ultimos son los mas abundantes,
y su actividad de fijacion se ve a menudo limitada por la disponibilidad de sustratos
organicos para la obtencion de energia. El aporte de N fijado por microorganismos de vida
libre se ha estimado en hasta 80 kg de N/ha para los autotrofos, y hasta 5 kg de N/ha para

los heterétrofos.

3.2.2 Mineralizacion e inmovilizacion

La mineralizacion es el proceso bioquimico por el cual los microorganismos del suelo
obtienen energia y C para crecer y realizar sus procesos metabdlicos, mediante el
rompimiento de enlaces de macromoléculas de detritos organicos (residuos de plantas,
hojarasca, necromasa microbiana, exudados organicos de raices), los cuales una vez son
oxidados e hidrolizados generan formas solubles facilmente asimilables por las plantas y
otros microorganismos (Monsalve et al., 2017). Estos detritos son consumidos por los
microorganismos principalmente para obtener energia y C para crecer, sin embargo,
también requieren N para el ensamble de proteinas, acidos nucleicos y otros componentes

celulares. Si los detritos consumidos satisfacen las necesidades de N de los
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microorganismos, entonces ocurre la liberacion del N excedente (mineralizacion). Por el
contrario, si los detritos tienen muy poco contenido de N y los microorganismos deben
buscar en la solucion del suelo otras fuentes de N como el inorganico ya disponible, éste
gueda inmovilizado en su biomasa. Como regla empirica se dice que si un sustrato tiene
una relacion C/N menor a 25, se dan las condiciones para la mineralizacion, y si es mayor

a 25, se dan las condiciones para la inmovilizacién (Robertson & Groffman, 2015).

Las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo tienen injerencia sobre el potencial
de mineralizacion. En cuanto a variables fisicas, la textura, densidad aparente, contenido
de humedad, y temperatura son las mas determinantes. La mineralizacion serda maxima en
suelos que favorezcan un adecuado contenido de O, humedad cercana a capacidad de
campo y temperaturas cercanas a 25°C. Es por esto que también se suele encontrar alta
mineralizacion en suelos no compactados de texturas medias o gruesos como los francos
y arenosos. Suelos con una alta densidad aparente o con un alto contenido de arcilla
limitarian la aireacion y el flujo de Oz o podrian retener mucha humedad (Monsalve et al.,
2017). En tales condiciones o en temperaturas bajas la materia organica y el N organico

tenderan a acumularse.

Las propiedades quimicas del suelo mas relevantes para la mineralizacién son la calidad
de la materia organica (relacion C/N), el contenido de N en solucién y de C labil en el suelo.
Las arcillas del suelo con alta capacidad de intercambio catiénico pueden actuar como
fijadores de NH,*, ralentizando la mineralizacion. Diversos estudios han evaluado el efecto
del pH y salinidad en el potencial de mineralizacién, no obstante, han reportado efectos
contradictorios (Monsalve et al., 2017). La fauna del suelo juega un papel fundamental en
las dinamicas de mineralizacién e inmovilizaciéon. La actividad de lombrices de tierra,
is6podos, termitas, entre otros grupos biolégicos son importantes para la fragmentaciéon de
sustratos organicos, generar microhabitats en el suelo, y regular las poblaciones de

algunos microorganismos (Robertson & Groffman, 2015).

3.2.3 Nitrificacion

La nitrificacion es la oxidacién biolégica del amonio (NH4") a nitrito (NO2") y posteriormente
a nitrato (NO3) por accion de microorganismos del suelo, principalmente bacterias
autotrofas, y en menor medida por arqueas y microorganismos heterétrofos (Subbarao et
al., 2012).
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La nitrificacion juega un rol importante en el funcionamiento de los ecosistemas, dado que
a pesar de que el NOs puede llegar al suelo a través de la lluvia o por fertilizacion sintética,
la mayor parte del NOs™ se genera in situ por nitrificacion. No obstante, la alta nitrificacion
puede tener efectos adversos, por ejemplo la acidificacién de los suelos por la liberacion
de iones H*, lo cual a su vez puede reducir la capacidad de intercambio catiénico (CIC) de
los mismos. La absorcion de N en forma de NH.* en lugar de NOs™ es ventajosa para las
plantas y el ambiente por dos razones principales: su asimilacién es energéticamente
menos costosa (5 moles de ATP por mol de NH4* vs. 20 moles de ATP por mol de NOs
(Salsac et al.,, 1987)) y, dado que el NHs* es menos movil (ya que puede ser
electrostaticamente sostenido por las cargas negativas de las arcillas y la materia organica
del suelo), es menos propenso a perderse en el ambiente por lixiviacion y emisién del

potente gas 6xido nitroso (N2O).

Dado que los microorganismos nitrificantes son aerobios obligados, la nitrificacion depende
fuertemente en condiciones de buena aireacion y circulacion de O, lo cual ocurre cuando
el espacio poroso lleno de agua (WFPS) se acerca al 60%. Condiciones limitantes para la
nitrificacion ocurririan en suelos de alto contenido de arcilla o0 muy compactados. Otro
factor abiético fundamental para la nitrificacion es la disponibilidad de NH4* en el suelo, ya
gue los nitrificantes son relativamente poco competitivos por el NHs*. De hecho, cualquier
disturbacién en el suelo que aumente la disponibilidad de NHs* como la labranza, la
fertilizacion, la deposicion atmosférica, etc. podria acelerar la nitrificacion (Robertson &
Groffman, 2015).

3.2.4 Desnitrificacion

La desnitrificacion es la reduccién del NOs™ del suelo en gases nitrogenados como el N,O
o el N,. Este proceso es realizado principalmente por bacterias heterétrofas que usan el
NOs en lugar del O, como receptor de protones para la respiracién. Algunos
microorganismos amonio-oxidantes también pueden reducir el NO2 generando NO y N,O
(Robertson & Groffman, 2015). Este es un paso muy importante del ciclo del N, ya que
permite mantener el equilibrio ecosistémico y regresar una parte del N a la atmosfera. Por
ejemplo, el exceso de NO3 genera contaminacion ambiental, como la eutrofizacion de

cuerpos de agua haciéndolos inviables para muchas formas de vida.
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La desnitrificacion ocurre en condiciones anaerébicas, y es maxima cuando el WFPS del
suelo se acerca al 90%. En suelos no-saturados, éste proceso ocurre dentro de los
agregados del suelo, en la hojarasca en descomposicion, y en la rizésfera. Otros
controladores de la desnitrificacién son el C y el NOs™ del suelo. Dado que la mayoria de
los desnitrificantes son heter6trofos, éstos requieren C reducido como donante de
electrones. Por otra parte, el NO3™ sirve como aceptor de electrones y debe proveerse por

via de nitrificacion, lluvia o fertilizacion.

3.3 Pasto Cayman

El cultivar (cv.) Cayman, también conocido Urochloa (syn. Brachiaria) hibrido CIAT
BR02/1752 es un cultivar desarrollado por el programa de mejoramiento de Urochloa
interespecifico del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) entre las especies
U. ruziziensis, U. brizantha, y U. decumbens y es distribuido comercialmente por el grupo
Papalotla. Fue liberado inicialmente en México, Guatemala, Honduras y los Estados
Unidos en 2011. El habito de crecimiento de este pasto es principalmente macollador
aungue también produce estolones. Este pasto puede tener altura de 80 a 110 cm sin
inflorescencias y contenidos de proteina de hasta el 17%. Algunas de las principales
caracteristicas de este pasto incluyen la resistencia a suelos encharcados, tolerancia a
sequia, alta palatabilidad y capacidad de carga animal. Requiere de mediana a alta
fertilidad de suelo y puede sembrarse en areas con precipitacién anual menor a 800 mm
(Cook et al., 2020).

3.4 Pasto Toledo

El cv. Toledo, Urochloa brizantha CIAT 26110, también conocido como ‘Victoria’ o ‘Xaraes’,
es originario de Burundi, en Africa, resultado de un proceso de seleccion de germoplasma
forrajero. Fue liberado comercialmente en Costa Rica en el 2000, en Colombia en 2002, y
en Brasil en el 2003. Es una planta perenne de habito macollador que produce tallos
vigorosos capaces de enraizar a partir de los nudos. Puede alcanzar hasta 1,6 m de altura,
contenido de proteina de hasta el 12% y rendimiento entre 25 y 30 toneladas de MS
(materia seca) por hectarea anualmente (Peters et al., 2011). Fue seleccionado para
suelos con un nivel intermedio de fertilidad con poca limitacién por nutrientes, pH de 4 a 8,

con precipitacion entre 800 y 1.600 mm, tiene floracion tardia, y tolerancia a la sequia, sin
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embargo, es susceptible al mién de pastos, o salivazo (Hemiptera: Cercopidae). Es usado
para el control de la erosion en pendientes fragiles (Cook et al., 2020).

3.5 Leucaena diversifolia

Leucaena diversifolia (Schltdl.) Benth. pertenece a la subfamilia Caesalpinioideae y la tribu
Mimoseae. Tiene un habito de crecimiento de arbustivo a arbéreo, con una altura de entre
5y 15 m. Tiene un sistema radicular profundo y extendido, lo cual le permite penetrar capas
profundas del suelo para aprovechamiento de agua y minerales. Crece naturalmente en
suelos medianamente acidos a alcalinos (pH 5 a 7,5), con precipitaciones anuales entre
1.000 y 3.500 mm, a altitudes desde 30 hasta 1.500 msnm y es tolerante a suelos poco
fértiles. El potencial productivo de esta especie es alrededor de las 10 a 16 toneladas de
MS por hectarea anualmente, con un contenido de proteina del 25% al 32% y digestibilidad
de MS entre 56% a 61%. Es usada como abono verde, cerca viva, barrera rompe vientos,

arbol disperso, y también para proveer sombra en plantaciones de café (Cook et al., 2020).

3.6 Asociaciones graminea-leguminosa

Muchas gramineas y leguminosas son empleadas para la alimentacion animal en el
tropico. Algunos géneros de gramineas empleados incluyen Urochloa, Megathyrsus,
Cynodon, Pennisetum, entre otros que son asociadas con géneros de leguminosas como
Stylosanthes, Arachis, Pueraria, Canavalia, Desmodium, entre otros. Las asociaciones de
gramineas y leguminosas en las pasturas tropicales han demostrado proveer multiples
beneficios entre los que se encuentran: fijacion simbidtica de N, alto valor nutritivo, sistema
radical de alcance profundo (recuperacién de suelos degradados), amplia diversidad
taxondmica y genética, y presencia de metabolitos secundarios benéficos (I. Rao et al.,
2015). Estos beneficios se logran principalmente porgue las gramineas y leguminosas se
estimulan mutuamente para asimilar mas N que cuando alguno de los dos componentes

se cultiva por separado (Nyfeler et al., 2011).

En la literatura existen multiples ejemplos que ilustran los beneficios de la utilizacion de
asociaciones graminea-leguminosa para aumentar la produccion de biomasa y absorcién
de N por las plantas y los animales. Como ejemplos, en el estudio de Villegas et al. (2020)
, en pasturas de la Amazonia colombiana los autores encontraron 74% mayor produccion

de forraje y dos veces mas N absorbido por m? en pasturas de Urochloa sp. asociadas con
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Arachis pintoi y Pueraria phaseoloides con respecto a pasturas de Urochloa sp. en
monocultivo. En otro estudio Pereira et al. (2020) en el nororiente de Brasil encontraron un
17% mayor produccion de forraje y 29% mayor ganancia de peso vivo en pasturas
asociadas de Urochloa brizantha con Arachis pintoi en comparacion con pasturas de U.
brizantha en monocultivo fertilizadas con 120 kg N/ha.

Algunos de los mecanismos que favorecen la mayor asimilacion de N en pasturas mixtas
son: la utilizacion de N proveniente de excretas animales, descomposicién de hojarasca,
exudacién de compuestos nitrogenados por las raices, redes comunes de micorrizas, y
recambio de raices (Munroe & Isaac, 2014). No obstante, a pesar de que estos beneficios
se han reportado a través de mdltiples estudios, la adopcién de leguminosas en las
pasturas del tropico ha sido escasa, principalmente por baja disponibilidad de semilla a
nivel comercial y complejidad de manejo agronémico en campo, lo cual incluye dificultad
de establecimiento y baja persistencia en condiciones de pastoreo (Cadisch et al., 1994; I.
Rao et al., 2015).

3.6.1 Asociacion Urochloa sp.—Leucaena diversifolia

Las especies del género Urochloa son compatibles con una amplia gama de leguminosas,
bien sean de habito herbadceo o arbustivo, dado que son poco exigentes en el
requerimiento de nutrientes y toleran condiciones de importancia para los sistemas
silvopastoriles como la sombra. De forma similar, L. diversifolia tiene un amplio rango de
adaptacion, con tolerancia a suelos moderadamente acidos y de mediana a baja fertilidad.
Estas condiciones hacen de la asociacion Urochloa sp. — L. diversifolia una opcién atractiva

gue pueda escalarse a diversos ambientes y modelos de produccion.

A diferencia de L. leucocephala, la cual es una especie ampliamente adoptada en sistemas
silvopastoriles del trépico, L. diversifolia es una especie muy poco estudiada para
alimentacién animal, y la mayoria de literatura cientifica disponible esta enfocada en el

estudio de su composicion quimica para la fabricacion de papel y materiales similares.

Entre los pocos estudios realizados con L. diversifolia en ganaderia destacan los realizados
por el CIAT asociando dicha leguminosa con pasto Cayman. Tales estudios han indicado
gue la inclusion de L. diversifolia en comparacion con una pastura de Cayman solo permite

aumentar la capacidad de carga del potrero de 3,3 a 4 animales por ha, lo cual se traduce
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en aumentos de produccion de peso vivo de 723 a 1.079 kg por ha por afio y reducir el
tiempo de engorde de 18 a 12 meses (Enciso et al., 2019).

En términos ambientales la interaccion Urochloa — L. diversifolia también ha demostrado
resultados promisorios. Se ha demostrado que dietas basadas en esta asociacién permiten
reducir la intensidad de emisiones de metano entérico (emisiones por kg de peso vivo) en
ganado bovino respecto de dietas de graminea sola (Gaviria-Uribe et al., 2020). Por otro
lado, en un sistema silvopastoril compuesto por la graminea Urochloa y las leguminosas
Canavalia brasiliensis y L. diversifolia se encontré un importante aumento en la abundancia
y riqueza de macrofauna del suelo con respecto a las pasturas de Urochloa sola, y
Urochloa con C. brasiliensis particularmente en los grupos de miriapodos, lombrices de
tierra, coledpteros, y dermapteros (Vazquez et al., 2020).

No obstante, pese a los beneficios observados en términos de productividad animal,
mitigacion de emisiones de metano y aumento de la macrofauna del suelo, la contribucién
especifica de L. diversifolia en el ciclaje de N de la pastura ha sido poco estudiada. Se
desconoce la capacidad de fijacion de N de esta especie, su aporte de N al suelo, su
influencia en otros procesos del ciclo del N, cdmo puede ser afectada la fijacion biolégica
de nitrogeno (FBN) por la presencia de diferentes gramineas acompafiantes, y si estas
gramineas se benefician del N fijado por la leguminosa mejorando su produccion de

biomasa o su contenido de proteina.

3.7 Generalidades de la ganaderia en Colombiay el Valle
del Cauca

Para el afio 2020 se estimé que hay en el pais unos 615.367 predios con actividad
ganadera, de los cuales el 41,4% tienen menos de 10 animales, el 48,5% entre 11 y 100
animales, y solo el 0,3% tiene mas de 1.000 animales. El hato ganadero se orienta
principalmente a la cria, con un 39%, seguido del doble propésito, con 35%, Ceba, 20% y
Leche, 6%. ElI mercado de sacrificio de animales representa unos 7,8 billones de pesos
anuales, mientras que el de leche sin elaborar, representa 9 billones de pesos. El consumo
anual per capita de carne bovina en el pais en el 2020 fue de 17,1 kg, mientras que el de
leche fue de 158 L (Federacion Nacional de Ganaderos, 2021). Del total del inventario
bovino, el 35,8% se encuentra en cuatro departamentos: Antioquia (10,6%), Coérdoba
(9,1%), Casanare ( 8,5%) y Meta (7,5%) (DANE, 2016).
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En el Valle del Cauca, para 2019, el 52% de la tierra (cerca de 600.984 ha) tenia un uso
pecuario (DANE, 2020) contando con unos 12.765 predios de actividad ganadera
(Federacion Nacional de Ganaderos, 2021). Segun el censo nacional agropecuario del
2016, 318.214 ha estaban en pastos, y 138.883 ha en rastrojos (DANE, 2016).

Las especies de pastos mas comunes en la region son el pasto Estrella (Cynodon
plectostachyus), Guinea (Megathyrsus maximus), variedades de Urochloa (U. brizantha y
U. decumbens) y gramas nativas (Paspalum spp.) (Morales-Vallecilla & Ortiz-Grisales,
2018). Las praderas de la region estdn compuestas en un 73% de pastos tradicionales,
20% de pastos mejorados, y s6lo un 2% de sistemas silvopastoriles, en los cuales se utiliza
la leguminosa Leucaena leucocephala en asocio con las gramineas anteriormente

mencionadas (Gobernacién del Valle del Cauca, 2017) .

El inventario bovino del Valle del Cauca asciende a unos 527.357 animales, representando
el 2% del total nacional, de los cuales el 60% son hembras y el 40% machos (DANE, 2020).
La capacidad de carga de los poteros del departamento es alrededor de 0,8 animales por
ha, un valor considerado intermedio respecto a las estadisticas nacionales. La orientacion
productiva se distribuye en actividades de doble propdsito, cria y ceba con un 39%, 29% y
28% respectivamente, mientras que la orientacion de leche abarca el 5% del hato. En las
subregiones centro y sur del departamento predominan los sistemas de cria, mientras que
en la subregién norte predominan los sistemas de doble propdsito (Federacion Nacional
de Ganaderos, 2021). Para el 2019 se estima que en el departamento se produjeron
558.867 L de leche por dia (DANE, 2020).



4.Materiales y métodos

4.1 Area de estudio

El campus de la Alianza Bioversity-CIAT para las Américas se encuentra ubicado en el
valle geogréfico del Rio Cauca en el municipio de Palmira, Valle del Cauca, a una altitud
de 990 msnm. Cuenta con clima caracteristico de bosque seco tropical, con temperatura
diaria promedio de 24°C y precipitacién anual promedio de 870 mm. El suelo en el area de
estudio es de orden Molisol, clasificado como Pachic Haplustoll en llanura aluvial de
piedemonte (Corporacion auténoma regional del Valle del Cauca & Instituto Geogréfico
Agustin Codazzi, 2021), con textura limo arcillosa, pH de 7,4 y contenido de materia

organica de 4,5%, 1,1 g de N/kg de suelo y 20 mg de P/kg de suelo.

En el afio 2013 se establecié un ensayo de campo con diferentes pasturas basadas en
gramineas del género Urochloa solas y asociadas con leguminosas. La ubicacion del
ensayo de campo corresponde a las coordenadas 03°30°07” N 76°21°22” W. El lote donde
se establecié el ensayo contaba con una historia de cultivo de cafia por los UGltimos diez
afios con manejo tradicional (alta aplicacion de productos agroquimicos como fertilizantes,

herbicidas, etc.).

4.2 Diseno experimental

Entre junio de 2021 y abril de 2022 se evaluaron en el ensayo de campo cuatro
tratamientos, los cuales consistieron en dos tipos de gramineas solas (T1 y T2) y dos

asociaciones graminea-leguminosa (T3 y T4):

T1: Urochloa hibrido cv. Cayman (CIAT BR02/1752)
T2: Urochloa brizantha cv. Toledo (CIAT 26110)
T3: Urochloa hibrido cv. Cayman + Leucaena diversifolia (ILRI 15551)

T4: Urochloa brizantha cv. Toledo + Leucaena diversifolia (ILRI 15551)
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Cada uno de los tratamientos contd con tres repeticiones (parcelas) distribuidas en un
disefo factorial con bloques (Figura 1). Cada parcela conté con un area de 36 m x 91 m,
es decir 0,33 ha por parcela, y un area total del ensayo de aproximadamente 4 ha. Los
arbustos de L. diversifolia fueron sembrados en surcos dobles cada 10 m, con largo de 36
m, distancia de 2 m entre surcos simples, y 1 m entre plantas dentro de un mismo surco.
La densidad de L. diversifolia en cada parcela fue aproximadamente de 2.000 plantas por
ha (~650 plantas por parcela). Del total de plantas de L. diversifolia en cada parcela, el
25% se dejaron crecer como arboles de sombra, y el 75% restante como arbustos para el

ramoneo animal.

Figura 1: Disefio experimental del ensayo de campo. T1l: Cayman, T2: Toledo, T3:
Cayman + L. diversifolia, T4: Toledo + L. diversifolia. Foto tomada el 11 de febrero de 2021.

! 73-R2{T1-R2

Dado que en el ensayo de campo paralelamente se realizaban experimentos con ganado
bovino como parte de otros proyectos, en cada parcela se delimitaron areas especificas
de muestreo con el objetivo de reducir el riesgo tanto de consumo de forraje por el ganado
como de deposicién de orina o estiércol animal generando afectacién a los resultados
obtenidos, particularmente de isétopos de Ny C en suelo y la biomasa vegetal. Cada cerco
abarcé un area de 2 m x 2m, con el objetivo de dejar 1 m? interior para la realizacién de
muestreos, y una zona de amortiguamiento de 0,5 m en cada direccion. En cada parcela
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de los T1 y T2 se cercaron dos areas de muestreo ubicadas aleatoriamente dentro de la
parcela. En los T3y T4 se cercaron cuatro areas de muestreo por parcela, dos areas entre
los surcos dobles de arbustos de L. diversifolia abarcando solamente la graminea (areas
EL) y dos ubicadas bajo los surcos cada una abarcando la graminea y un arbusto de L.
diversifolia (areas BL) (Figura 2).

Figura 2: Distribucion de &reas de muestreo en los tratamientos a ser evaluados. T1:
Cayman, T2: Toledo, T3: Cayman + L, diversifolia, T4: Toledo + L. diversifolia. EL: area
entre surcos de L. diversifolia; BL: area bajo arbustos de L. diversifolia.
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4.3 Analisis fisico-quimico de suelo

En las parcelas de cada repeticién para cada tratamiento se tomaron 5 muestras de suelo
en la profundidad 0-20 cm para ser después mezcladas y homogenizadas para obtener
una muestra compuesta por cada tratamiento. Posteriormente estas muestras fueron
secadas al aire por 48 h, tamizadas en malla de 2 mm y llevada al laboratorio de servicios
analiticos de la Alianza Bioversity—CIAT para determinar las caracteristicas de textura,
densidad real, pH, capacidad de intercambio catiénico (CIC), carbono (C) oxidable, materia
organica, fésforo (P) disponible y potasio (K).

Adicionalmente se tomé una muestra de suelo no disturbada por cada area de muestreo
descrita en la Figura 2 en cilindros metdlicos de 4,7 cm de diametro y 5 cm de alto, para

determinar la densidad aparente y distribucion de poros en el suelo en el mismo laboratorio.
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4.4 Produccion de forraje y contenido de N

Para la determinacién de la produccion de forraje de las pasturas se realizaron cuatro
evaluaciones a lo largo del experimento. Cada evaluacién constdé de un primer paso de
estandarizacion de todas las reas de muestreo, cortando el pasto disponible a una altura
de 15-20 cm sobre el nivel del suelo y podando manualmente los arbustos de L. diversifolia
hasta una altura de 2 m retirando todo el material verde y lefioso de hasta 0,5 cm de grosor.
Pasados 55 dias, en cada area de muestreo se dispuso un marco de 1 m? y se recolectd
la biomasa vegetal disponible, tomando por separado cuatro fracciones botanicas:
graminea (Cayman o Toledo), leguminosa, arvenses y hojarasca (plantas y partes de
plantas muertas o senescentes caidas en el suelo o aun adheridas a la planta principal).
El corte de la graminea y leguminosa se realiz6 bajo las mismas condiciones que para la
estandarizacién, mientras que las arvenses fueron muestreadas a nivel del suelo. El
material fresco fue pesado y posteriormente secado en horno de ventilacién controlada por
72 h a 60°C o hasta obtener peso constante de la muestra. Las cuatro evaluaciones
realizadas correspondieron a los periodos 09 julio—01 septiembre 2021, 02 septiembre—20
octubre 2021, 27 diciembre 2021-16 febrero 2022 y 17 febrero-5 abril 2022.

La produccion anual de forraje para los tratamientos con L. diversifolia (T3 y T4) se calcul6
considerando que las areas entre arbustos de L. diversifolia (EL) serian representativas
del 60% del total del area de cada tratamiento, y las areas bajo los arbustos de L.
diversifolia (BL) representativas del 40% del area de cada tratamiento.

De la muestra recolectada para medir produccién de biomasa en las dos primeras
evaluaciones se tomaron aproximadamente 100 g de las muestras secas de graminea y
leguminosa para ser molidas y tamizadas con malla de 1 mm. La concentracion de N en el
tejido foliar se determiné a partir de un equipo Kjeldahl AN 3001 FOSS en el laboratorio de
nutricion animal y calidad de forrajes del CIAT. La absorcion de N en cada pastura fue
determinada multiplicando la produccion de biomasa por unidad de area por la
concentracion de N en los forrajes correspondientes. El parametro de proteina cruda (PC)

fue determinado multiplicando la concentracién de N obtenida por el factor de 6,25.

4.4.1 Interceptacion de luz por arbustos de L. diversifolia

Con el objetivo de determinar las diferencias en luz disponible dada por la interceptacion

de los arbustos L. diversifolia se midi6 la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) a la
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altura de las gramineas en diferentes puntos de cada parcela entre las 12:00 y 12:30 horas
del dia usando un equipo portatii SpectraPen Mini. ElI SpectraPen Mini es un
espectrorradiometro y medidor de luz cuantica calibrado para medir la luz visible en un
rango de 340 a 850 nm. En cada parcela de graminea sola (T1 y T2) se tomaron tres
mediciones en puntos aleatorios dentro de la parcela y fueron considerados como
referencia del 100% de luz disponible. En cada parcela de asociacibn graminea—
leguminosa (T3 y T4) se tomaron seis mediciones, tres en las areas abiertas entre surcos

de L. diversifolia y tres a la altura de las gramineas debajo de arbustos de L. diversifolia.

4.4.2 Fijacion biolégica de N

NOTA: Debido a la pandemia de COVID-19 el laboratorio al gue se enviaron las muestras

para anélisis isotdpicos de &'°N y &'3C en la Universidad de California (UC Davis) debio

suspender actividades ocasionando un represamiento de muestras por analizar

provenientes de todo el mundo, manifestando un retraso de mas de 6 meses para analizar

las muestras. A la fecha de entrega de la presente tesis aun no se han entregado los

resultados por parte de UC Davis. No obstante, en aras de cumplir con los objetivos de la

presente tesis, se usaron datos de muestras recolectadas por el mismo autor en el afo

2019 en el mismo ensayo de campo Vv siquiendo un disefio experimental similar. La Unica

diferencia radica en qgue en aquella ocasidén no se analizaron areas entre surcos de L.

diversifolia en los tratamientos T3 y T4, sélo en al area bajo los arbustos.

Las muestras de las fracciones botanicas de graminea, leguminosa y hojarasca
recolectadas para la determinacion de biomasa en cada corte, asi como muestras de suelo
(0—10 cm) recolectadas en las dos primeras evaluaciones se molieron en un equipo
mezclador de balines hasta obtener un polvo fino (< 1 mm). Cada una muestras se dispuso
en capsulas de estafio para determinar los radios isotopicos de °N/**N y ¥C/*?C por
combustién seca usando un analizador elemental NCS acoplado a un espectrometro de
masas en el instituto ETH Zirich (Suiza) (Cadisch et al., 1989). La cantidad de muestra
pesada para analisis isotépico en cada fraccion fue de 3 mg para gramineas, arvenses y

hojarasca, 1,5 mg para leguminosas, y 30 mg para suelo.

La proporcion de N derivado de la atmdsfera (%Ndla) fue determinado por el método de

abundancia natural de **N (Shearer & Kohl, 1986) aplicando la siguiente formula:
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815 re —815 e
Rrer=0 Nieg o 100 (1)

Ndla (%) = ~—5en——5

Donde

Ndla: N derivado de la atmosfera

&"Nref: Valor 8'°N de una planta de referencia no fijadora de N,

6"Nleg: Valor 8°N de la leguminosa,

B: Valor 8'°N de L. diversifolia usando el N, atmosférico como Unica fuente de N,

considerando el fraccionamiento isotépico interno de la planta.

Como planta no fijadora de referencia se emplearon las arvenses encontradas en las areas
de muestreo. Como valor B de L. diversifolia se usd —1,54, el cual fue el valor 8°N méas
bajo observado en campo para la leguminosa, como es sugerido por Sarabia-Salgado et
al. (2020).

La cantidad de N fijado en las pasturas asociadas de Urochloa—L. diversifolia fue estimada
multiplicando la absorciéon de N en la materia seca de las leguminosas por su respectivo
%Ndla.

4.5 Emisiones de 6xido nitroso

Para determinar diferencias en las emisiones de éxido nitroso (N2O) provenientes del suelo
entre los tipos de pasturas son necesarios dos factores: una alta humedad en el suelo (ya
gue la desnitrificacion es un proceso anaerdbico), y alta disponibilidad de N (sustrato para
microorganismos desnitrificantes). Por tal motivo las mediciones de N,O se realizaron en
época lluviosa (octubre a diciembre de 2021) y simulando la deposicién de parches de
orina. Debido a que las pasturas no reciben fertilizacién quimica, la orina animal seria la
fuente mas significativa de N que podria ingresar al suelo y serviria para evaluar las
emisiones entre tratamientos manteniendo condiciones representativas del manejo de

pasturas en la region.

45.1 Método de camara estatica cerrada

Las emisiones de N.O se midieron por el método de camara estatica cerrada. Cada camara
consiste en un anillo de PVC de 10 cm de alto y 27 cm de diametro enterrado en el suelo
hasta 5 cm, el cual sirve como base, y una tapa de 25 cm de alto y mismo diametro, ubicada

sobre la base y sellando la unién con una banda de goma para evitar fugas del gas. En la
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parte superior de las camaras se ubican dos septos, en los cuales se introducen la jeringa
para toma de muestra de gas y el termémetro. En la parte intermedia a inferior de la tapa
de las camaras se dispone un orificio de venteo acoplado a una manguera de unos 10 cm
de largo orientada hacia abajo con el objetivo de equilibrar la presion en el ambiente interno
de la camara y el externo (Davidson et al., 2002) (Figura 3).

Figura 3: Camara estatica de medicion de gases de efecto invernadero

4.5.2 Obtenciéon de la orina

Para la realizacién del experimento se requirieron en total aproximadamente 40 L de orina,
la cual fue recolectada en una finca cercana al ensayo de campo en el corregimiento de
Rozo, municipio de Palmira, Valle del Cauca. Los dias 23—-25 de octubre de 2021 en horas
de la mafiana se realizé estimulacion manual a un grupo de cuatro bovinos para obtener
alrededor de 13 L por dia. Los animales de quienes se obtuvo la orina estaban
consumiendo una dieta mixta basada en pasturas con pasto estrella (Cynodon sp.), guinea
(Megathyrsus maximus), matarraton (Gliricidia sepium), frutas (cascaras de platano,

naranja) y una poca proporcion de Leucaena sp.

La orina recolectada cada dia fue almacenada en recipientes herméticos en cuarto frio
hasta obtener la cantidad total necesaria. Cada dia de recoleccion se tom6 una submuestra
de 100 mL de orina y se conservo adicionando 1 mL de H>SO4 (1% v/v) y posteriormente
almacenada a -20°C en laboratorio para determinar la concentracion de N en la

submuestra, la cual fue de 6,1 g N L. Al obtener la cantidad total de orina necesaria para
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el experimento, el volumen recolectado en los tres dias fue mezclado y homogenizado
antes de aplicarse en campo. Una nueva submuestra de la orina mezclada fue conservada

para andlisis de N siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

4.5.3 Protocolo de medicién de N2.O

En los tratamientos T1y T2 se ubicaron tres camaras estaticas por parcela, en dos de ellas
se aplicd 1 L de orinay en la restante 1 L de agua como control experimental. Este volumen
coincide con el de un evento de orina tipico de un bovino en condiciones tropicales. En los
tratamientos T3 y T4 se ubicaron seis camaras por parcela: tres en areas EL y tres en
areas BL. En cada area (EL o BL) se aplicé 1 L de orina en dos cAmaras y en la restante
1 L de agua. El volumen de orina/agua se aplic6 homogéneamente en un area de 50 x 50
cm (0,25 m?) abarcando cada cAmara y un area adicional de aproximadamente 12 cm en
cada direccién. La tasa de N por area aplicada en los tratamientos con orina fue de 24,5 g
N m2, equivalente a 245 kg N ha™. La disposicion de las camaras se realizé siguiendo la
distribuciéon de las areas cercadas para evitar la deposicion de orina adicional o estiércol
de los animales en pastoreo, minimizando el riesgo de nuevas entradas de N al suelo. El

namero total de cAmaras a muestrear fue de 54 (36 con orina 'y 18 con agua) (Figura 4).

El 25 de octubre de 2021 entre las 8:30 am y las 10:00 am se realiz6 la primera medicion
de N>O como linea base antes de la aplicaciéon de orina y agua. Previamente se habia
cortado el pasto a la altura usual de 15-20 cm En las 54 cAmaras del ensayo se tomaron
muestras de gas en viales herméticos de vidrio en tiempo 0 y el gas acumulado a los 20,

40 y 60 minutos.

El 26 de octubre de 2021 se aplicaron los tratamientos de agua y orina en las 54 camaras
del ensayo. A partir de alli, se monitorearon las emisiones de N,O por un periodo de 52
dias de forma discontinua hasta el 16 de diciembre de 2021. En ese periodo de tiempo se
realizaron 17 muestreos distribuidos de la siguiente manera: 4 dias consecutivos desde la
aplicacion de orina o agua, luego dos veces a la semana por tres semanas, y una vez a la
semana por tres semanas mas. La cantidad de muestras (viales) obtenidos al final del
experimento fue de aproximadamente 3.672, los cuales fueron llevados analizados en el
laboratorio de gases de efecto invernadero de la Alianza Bioversity—CIAT por la

metodologia de cromatografia de gases.
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Figura 4: Mapa del ensayo de campo con la ubicacién de las camaras para medicion de
N-O. Circulos naranjas indican camaras con aplicacion de orina. Circulos azules indican
camaras con aplicacion de agua.

Toledo

Cayman

4.5.4 Variables complementarias

Los dias de medicion de N2O se registraron los datos de temperatura y humedad ambiental
usando un termohigrometro. De forma similar se registraron los datos de temperatura de

suelo y humedad volumétrica de suelo usando un equipo TDR portétil para la profundidad
de 0-20 cm.

Adicionalmente cada dia de medicion se tomaron muestras de suelo (0—-10 cm) para
analizar la concentracion de amonio (NH4") y nitrato (NOs") del suelo a través del tiempo.
Las muestras fueron secadas al aire por 48 h, maceradas y tamizadas en malla de 2 mm
para su analisis. Se realiz6 una extraccion mineral de N del suelo agitando 5 g de suelo

con 50 mL de KCI 2M, seguido de agitaciéon por 30 min a 200 rpm Yy filtrado en papel
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Whatman No. 2. Posteriormente la determinacion de NH4* y NOs™ se realiz6 por métodos
estandarizados de colorimetria descritos en Borrero Tamayo et al. (2017) en el laboratorio
de nutricion y fisiologia de plantas de la Alianza Bioversity—CIAT.

El espacio poroso lleno de agua (WFPS, water-filled pore space) es un pardmetro indicador
de diferentes procesos bioldégicos como la nitrificacion y desnitrificacion, ya que estos son
altamente dependientes de condiciones aerébicas y anaerbbicas respectivamente. El
WFPS de cada camara se calculé para cada dia de medicion empleando la siguiente

formula:
WFPS (%) = 2 x 100 )
Donde:

WFPS: Espacio poroso lleno de agua
Ov: Humedad volumétrica de suelo

Pt: Porosidad total (Den. Aparente/Den. Real)

Paralelamente con las mediciones de plantas y suelos, se realizé6 el monitoreo de
temperatura y precipitacion diaria con los datos proporcionados por la estacién

meteoroldgica del campus de la Alianza Bioversity—CIAT.

4.6 Analisis estadistico

Para cada variable del set de datos final se verificaron los supuestos de normalidad,
homocedasticidad e independencia y se evaluaron las diferencias entre los tratamientos a
través de analisis de varianza en el lenguaje estadistico R. Para la elaboracién del modelo
estadistico se consideraron como factores fijos la especie de graminea acompafiante
(Cayman o Toledo), el tipo de pastura (monocultivo o silvopastoril), y como factor aleatorio
el blogue. El nivel de significancia para considerar diferencias estadisticas en los analisis
se consider6 como 0,05. Las emisiones acumuladas de N.O se calcularon a partir de

interpolacion lineal durante el tiempo de muestreo.



5.Resultados y discusion

5.1 Caracterizacion de suelo en el area de estudio

La textura determinada en los suelos de todos los tratamientos fue clasificada como arcillo
limosa (AL), con contenidos de arcilla y limo entre 40—44% y de 12-19% de arena (Tabla
1).

Tabla 1: Textura de suelo de los diferentes tratamientos del ensayo silvopastoril.

Resultados de una muestra compuesta para cada tratamiento.

. Arena‘ Limo ‘ Arcilla e
Tratamiento Clasificacion
(%)
T1: Cayman 16,3 43,2 40,4
T2: Toledo 12,6 43,2 44,2 Arcillo
T3: Cayman + L. diversifolia 19,0 | 40,6 40,4 limoso
T4: Toledo + L. diversifolia 13,3 44 .4 42,3

La densidad aparente de los tratamientos del pasto Toledo fue de 1,34 g cm? en
monocultivo y 1,4 g cm3en el silvopastoril. En los tratamientos del pasto Cayman ésta fue
de 1,5 g cm™ en monocultivo y 1,44 g cm=3en el silvopastoril. La porosidad del suelo en los
tratamientos de pasto Cayman fue de 41%, y de 44—-46% en los del pasto Toledo. En los
tratamientos con pasto Toledo la densidad aparente del suelo tendié a ser levemente mas
baja con respecto a los tratamientos de pasto Cayman, lo cual estuvo también

acompafiado por una mayor porosidad total y mayor relacion de macroporos (Tabla 2).

Para suelos arcillo-limosos como los del presente estudio se considera que una densidad
aparente a partir de 1,49 g cm podria afectar el crecimiento de raices(Arshad et al., 2015;
USDA, 1999). Los suelos de los tratamientos con pasto Cayman presentaron densidades
de hasta 1,5 g cm?. Este resultado es congruente con los hallazgos de Vazquez et al.

(2020), quienes reportaron valores de densidad aparente de 1,55 g cm™ en pasturas de
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Cayman en monocultivo y 1,46-1,51 g cm™ en pasturas de Cayman con L. diversifolia en

experimentos previos en el mismo ensayo de campo.

En términos generales, la porosidad del suelo en todos los tratamientos fue baja (41-46%).
Aun asi, la mayor limitacion fisica para los suelos evaluados se encuentra en la distribucion
de la porosidad, donde hay una baja proporcién de macroporos (2-13%) y mesoporos (11—
15%), y una muy alta proporcion de microporos (71-85%). Con estas caracteristicas, estos
suelos pueden llegar a presentar mayores problemas de drenaje y aireacion y alta
retencion de agua en los microporos, también aumentando la posibilidad de compactacion.
Adicionalmente, puede haber pudricion de las raices existentes o.restriccion en la
proliferacion de raices nuevas, lo cual repercute en un menor volumen de suelo explorado
y también menor posibilidad de encontrar agua y nutrientes, reduciendo la productividad.
Una posible explicacion a estas caracteristicas del suelo podria deberse al constante
pisoteo de bovinos, considerando que en los Ultimos 10 afios el rea ha sido empleada

para investigacion con ganado.

Tabla 2: Densidad aparente, porosidad total y distribucién de poros en suelo de diferentes
tratamientos del ensayo silvopastoril. Los resultados representan la media y desviaciéon
estandar entre paréntesis de 6 muestras en T1y T2,y 12 muestras en T3y T4.

Densidad | Porosidad 1 1 , 1
Macroporos* | Mesoporos* | Microporos
Tratamiento aparente total
(g cm?) (%)
T1: Cayman 1,50 (0,06) 41 (1) 2(1) 11 (3) 85 (5)
T2: Toledo | 1:34(0.14) | 46(7) 9(9) 13 (3) 76 (11)
T3: Cayman + | 1,44 (0,08) 41 (3) 9(7) 15 (2) 74 (8)
L. diversifolia
T4: Toledo + L. | 1,40 (0,12) 44 (5) 13 (12) 14 (3) 71 (13)
diversifolia

!Considerando la porosidad total como el 100%

Los suelos del area de estudio presentaron pH cercano a neutralidad (6.5—7.3), contenido
de materia organica medio a alto (>4%), baja a media capacidad de intercambio cationico
(CIC, 16.9-19.1 cmol kg?), alto contenido de fésforo (P) disponible (13.8—-47.4 mg kg?) y
potasio (K, 0.69-0.99 cmol kg?) (Tabla 3). Los valores de materia organica de este estudio
fueron congruentes con los de Vazquez et al. (2020) para la misma area de estudio con

pasturas de Cayman en monocultivo y Cayman con L. diversifolia de 4,5-4,9%. Estas
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condiciones confirman que el suelo en estudio es de alta fertilidad y no tiene limitaciones

productivas desde el punto de vista de los nutrientes.

Tabla 3: Disponibilidad de elementos mayores en suelo de diferentes tratamientos del
ensayo silvopastoril. C Oxid: Carbono oxidable; MO: Materia organica; CIC: Capacidad de

intercambio cationico. Resultados de una muestra compuesta para cada tratamiento.

MO | C Oxid | P-Brayll K | cic
(9 kg?) (mg kg*) (cmol kg™)
T1. Cayman 6,7 44 .4 19,1 32,4 0,69 16,9
T2:Toledo [7,1] 48,9 21,0 47,4 0,70 | 191

Tratamiento | pH

T3:Cayman+ | oo\ 415 | 179 13,8 099 | 17,6
L. diversifolia
Ta:Toledo+ | ;41 460 | 193 35,3 099 | 175
L. diversifolia

5.2 Produccion de biomasay calidad de forraje

5.2.1 Rendimiento de materia seca

En las cuatro evaluaciones de forraje realizadas durante el experimento se registraron
precipitaciones acumuladas de 102, 96, 81 y 191 mm respectivamente (fechas de cada
periodo indicadas en la seccién 5.3). La produccién de materia seca (MS) por m? promedio
por cada corte fue significativamente mayor en los tratamientos de asociacion graminea—
leguminosa (T3 y T4) en las areas con arbustos de L. diversifolia (BL), seguido de las areas
entre arbustos de L. diversifolia (EL) en los mismos tratamientos, y por ultimo los

tratamientos de graminea sola Cayman y Toledo (T1y T2) (Figura 5).

En las pasturas basadas en pasto Cayman, la graminea sola (T1) produjo 91 g MS m=
corte, evidenciando un aumento del 56% en el T3 EL con 142 g MS m™ corte™ y de 165%
en el T3 BL con 242 g MS m corte. Por otra parte, en las pasturas basadas en pasto
Toledo, la graminea sola (T2) produjo 133 g MS m2 corte, evidenciando un aumento del
27% en el T4 EL con 169 g MS m=2 corte y de 96% en el T4 BL con 263 g MS m™ corte™.
Solo la produccion de las areas BL de T3y T4 fue significativamente diferente de la de los

demas tratamientos.

En los tratamientos de parcelas con L. diversifolia se evidencié mayor produccién de MS
con respecto a las gramineas solas. En las areas EL ese incremento se produjo estuvo

definido por el aumento en la produccion de la graminea, el cual fue de 67% en Cayman
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(T3 EL) y de 24% en Toledo (T4 EL). Por otro lado, a pesar de que la produccion de MS
en las areas BL fue similar en T3 y T4, se identificaron diferencias en la proporcion de
graminea/leguminosa en cada tratamiento. En T3 BL se observé una importante reduccion
en la produccion de graminea con respecto a la del area EL, sin embargo, esto estuvo
acompafado de una alta produccién de biomasa de la leguminosa. Por el contrario, en T4
BL la produccion de biomasa de la graminea fue muy similar a la del area EL, pero la

producciéon de biomasa de la leguminosa fue menor que en Cayman T3.

En las pasturas de Toledo, en el T4 tanto en areas EL como BL la biomasa de arvenses
(especies indeseables) se redujo en un 44% con respecto al T2. Por otra parte, en pasturas
T3 de Cayman se observo una reduccion del 22% con respecto al T1 sélo en las areas EL.
En el area BL del T3 la menor produccion de biomasa de la graminea dejando mayor area
descubierta disponible para el crecimiento de arvenses podria explicar el no haber
observado el mismo efecto que en la pastura T4 de Toledo. La produccién de hojarasca
encontrada en los tratamientos con L. diversifolia fue entre 70-158% mayor a la encontrada
en las pasturas de graminea sola. Las arvenses mas comunes en el area de estudio fueron
individuos de Macroptilium sp., Dichanthium aristatum (pasto angleton), Pennisetum

alopecuroides (cola de zorro), y Rottboellia sp. (caminadora).

Figura 5: Produccion de biomasa de diferentes fracciones botanicas en tratamientos de
pasturas. T1: Cayman, T2: Toledo, T3: Cayman + L. diversifolia, T4: Toledo + L. diversifolia.
EL: area entre surcos de L. diversifolia; BL: area bajo arbustos de L. diversifolia; MS:
materia seca. Letras diferentes sobre barras representan diferencias estadisticas de

acuerdo a prueba Tukey HSD (a=0,05).
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Al considerar solamente las fracciones de especies forrajeras (gramineas y leguminosa)
de cada tratamiento la produccién de forraje anual por ha se estim6 en 4,1 t MS para el
T1,7,1tMS parael T2, 7,2t MS para el T3,y 8,3t MS para el T4.

Diferentes estudios en pasturas tropicales han reportado el aumento de la produccion de
biomasa con la incorporacién de leguminosas en las pasturas. D. M. Villegas et al. (2020)
encontraron un aumento del 74% en la produccién de forraje con la asociacion de
gramineas Urochloa sp. y las leguminosas herbaceas Pueraria phaseoloides y Arachis

pintoi en la region amazonica de Colombia.

En el Valle del Cauca, Colombia tras la implementacién de un sistema silvopastoril con L.
leucocephala se reporté un aumento del 17% en la producciéon de MS en comparacion con
pasturas de gramineas solas fertilizadas, sugiriendo que a pesar de que la leguminosa
representd solo el 20% de la MS total este aumento se fundamentd en su contribucién al
balance de N del sistema (Rivera et al., 2019). Las pasturas de gramineas asociadas con
Leucaena sp. se han considerado como la opcién de alimentacion bovina mas productiva,

rentable y sostenible del norte de Australia (Shelton & Dalzell, 2007).

El aumento en la produccion de forraje con la inclusion de leguminosas arbéreas en las
pasturas puede atribuirse a dos factores principales. Primero, mayor captura de luz solar
por la presencia de un estrato aéreo del componente arbustivo acompafiado de sistemas
radicales profundos que permiten absorber nutrientes y agua de forma mas eficiente
(Rivera et al., 2019). En segundo lugar, por la capacidad de las leguminosas de fijar N

atmosférico y transferirlo a las gramineas aumentando la cosecha de N por unidad de area.

De la mano con el aumento de la produccion de forraje disponible se han reportado
aumentos significativos en la produccién animal en pasturas asociadas con leguminosas
en comparacion con gramineas en monocultivo. La revision de 11 estudios en ganaderia
de carne y 5 de leche demostr6 que la produccion de ambos productos se incrementé en
promedio un 21% (I. M. Rao et al., 2015; Schultze-Kraft et al., 2018). De forma similar, en
el estudio de Sarabia-Salgado et al. (2020) encontraron un aumento de 4,7 a 7,4 kg de
leche por vaca por dia comparando un monocultivo M. maximus con un sistema
silvopastoril de M. maximus + L. leucocephala contando con un 30% de representacion de

la leguminosa en la dieta.
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Enciso et al. (2019) evaluaron la rentabilidad de la inclusién de L. diversifolia en asocio con
Urohcloa hibrido cv. Cayman en un sistema de produccion de ganado de carne para el
Valle del Cauca, Colombia. Los resultados de la evaluacion indicaron que los indices de
rentabilidad mejoraron del 15% al 110% y la probabilidad de obtener pérdidas paso del
72% al 0%, debido al incremento en la productividad animal lograda con estas pasturas.

Los valores de produccion de forraje reportados en el presente estudio son
comparativamente menores a los encontrados en otros estudios. En sistemas
silvopastoriles intensivos basados en Leucaena sp. la oferta de forraje puede ser superior
a 16 t MS ha' afio! (Rivera-Herrera et al., 2017). No obstante, las diferencias en aspectos
de manejo (densidad de arbustos plantados, tiempo de recuperacién) y especies presentes
dificultan realizar comparaciones directas. Los sistemas silvopastoriles intensivos con
Leucaena sp. reportados en la literatura generalmente se refieren a pasturas con
gramineas de mayor calidad que Urochloa sp., por ejemplo, Megathyrsus maximus,
Cynodon nlemfuensis, entre otras, las cuales son asociadas con arbustos sembrados a
una densidad de 4.000 a 10.000 plantas por ha o mas y pastoreados en ciclos mas cortos
de 45 dias. Por el contrario, el sistema evaluado en este estudio contaba con una densidad
de 2.000 arbustos/ha y cortados cada 55 dias, como una medida para maximizar el

rendimiento y cosecha de N por parte de la leguminosa aun a expensas de la graminea.

Un factor importante que podria explicar la baja produccién de biomasa en todo el ensayo
es la baja precipitacion observada cuando se esperaba época lluviosa en el segundo
semestre de 2021. En el presente estudio se realizaron cuatro evaluaciones entre los
meses de julio de 2021 y abril de 2022, disefiadas con el fin de capturar dos épocas
lluviosas y dos secas. No obstante, las precipitaciones observadas por cada periodo de 55
dias fueron de 81-102 mm en tres evaluaciones, y 191 mm en la Gltima evaluacion. Debido
a que en el mes de octubre de 2021 la precipitacion registrada fue menor a la mitad del
promedio de los ultimos diez afios (59 mm observados vs 130 mm histéricos), los datos de
produccion observados responderian al comportamiento de un afio predominantemente

SeCo.

5.2.2 Fijacion bioldgica de N

NOTA: Debido a la pandemia de COVID-19 el laboratorio al que se enviaron las muestras

para analisis isotdpicos de &'°N y 8'3C en la Universidad de California (UC Davis) debio
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suspender actividades ocasionando un represamiento de muestras por analizar

provenientes de todo el mundo, manifestando un retraso de mas de 6 meses para analizar

las muestras. A la fecha de entrega de la presente tesis alun no se han entregado los

resultados por parte de UC Davis. No obstante, en aras de cumplir con los objetivos de la

presente tesis, se usaron datos de muestras recolectadas por el mismo autor en el afio

2019 en el mismo ensayo de campo vy siguiendo un disefio experimental similar. La Unica

diferencia radica en que en aguella ocasion no se analizaron areas entre surcos de L.

diversifolia en los tratamientos T3 y T4, s6lo en al area bajo los arbustos.

La huella isotépica d'°N de la leguminosa L. diversifolia fue similar en los tratamientos
independiente de la graminea acompafiante, siendo —0,71%o en el tratamiento con Cayman
(T3) y —1,04%o en el tratamiento con Toledo (T4) (Figura 6). El porcentaje de N derivado
de la atmésfera (%Ndla) en L. diversifolia fue cercano al 90% en ambas asociaciones. Este
valor fue similar a otros encontrados en estudios previos para Leucaena sp. en rangos de
73-95% (Conrad et al., 2018; Jayasundara et al., 1997; Sarabia-Salgado et al., 2020).

Algunos de los factores que mas pueden influir en la FBN son la salinidad del suelo, la
humedad, la temperatura y acidez, asi como la disponibilidad de ciertos elementos
guimicos como el P, Ca, Mo, Fe, entre otros. Los suelos estudiados presentan
caracteristicas ideales para favorecer una alta FBN. A pesar de que en el area cercana si
existen suelos con problemas de salinidad, y considerando que previo al ensayo de campo
éste se encontraba con cultivo de cafia bajo manejo convencional con alta aplicacion de
fertilizantes, actualmente el suelo no presenta problemas de salinidad o sodicidad.
Adicionalmente, el suelo evaluado presenta un pH cercano a la neutralidad, temperatura
media de 24°C y una alta concentracion de P. A pesar que debido a la baja macroporosidad
se estima que este suelo pueda presentar problemas de aireacién y drenaje, parece que

esto no ha sido un limitante para la eficiencia en la fijacién de N.

La huella isotépica 8°N de las gramineas fue similar en todos los tratamientos a excepcién
de Cayman en monocultivo, el cual tuvo una huella isotépica baja de -2,1%o,
significativamente menor que la de Cayman en asociacion con L. diversifolia (4,9%o),
Toledo en monocultivo (3,4%0) y Toledo con L. diversifolia (3,9%o). La ausencia de
diferencias estadisticas en las huellas isotopicas de las gramineas Toledo en monocultivo
y silvopastoril indica que no hay evidencia de transferencia directa del N fijado por la

leguminosa a la graminea.
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Las huellas 3'°N de la hojarasca y el suelo tuvieron un comportamiento similar, sin
diferencias entre los tratamientos a excepcion del Cayman en monocultivo (T1) que tuvo
valores mas bajos que el resto de los tratamientos, lo cual evidencia que el principal aporte
a la hojarasca y al N del suelo proviene de los residuos de la graminea.

Los valores de 6N encontrados en el presente estudio se ubican dentro de los rangos
reportados en la literatura (Unkovich et al., 2008), donde valores de &N cercanos a 0%o
en las leguminosas indican que son fuertemente dependientes del N, atmosférico. Valores
en suelo superiores a 4%o indican la toma de N mineral, el cual ha sido enriquecido
naturalmente con **N por procesos de mineralizacion y nitrificaciéon en el suelo. Los valores
0N en las gramineas generalmente se ubican entre 3—5%o, lo cual se cumple para las

gramineas evaluadas en el estudio a excepcion del pasto Cayman en monocultivo.

Segln Karwat et al. (2018), los bajos valores de 8°N en pastos de Urochloa podrian
deberse a menores pérdidas de reducidas pérdidas de N gracias al proceso de inhibicion
biolégica de la nitrificacién (IBN), tras observar una correlacion directa entre el d'°N
encontrado en tejido foliar y la lixiviacion de NOs en el suelo. Alternativamente, D. M.
Villegas et al. (2020) propusieron que valores bajos de d°N podrian también deberse a
procesos de fijacion biologica de N de forma asociativa con bacterias de vida libre en el
suelo, lo cual se ha observado ya en otras gramineas tropicales de los géneros Urochloa

y Megathyrsus.

Figura 6: Huella isotépica 6N de diferentes fracciones botanicas y suelo en diferentes

tratamientos de pasturas en ensayo silvopastoril basadas en pasto Cayman y Toledo.
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Letras diferentes sobre barras representan diferencias estadisticas de acuerdo a prueba

Tukey HSD (a=0,05).
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La huella isotépica 3*°C de las muestras analizadas permiten diferenciar entre los aportes
de plantas C3 (leguminosas) y C4 (gramineas), debido a que durante el proceso de
fotosintesis ocurre un fraccionamiento del C utilizado. Por esta razén las plantas C3 suelen
tener una composicion de d*3C entre =20 y —=35%o y las C4 entre =15 y —=19%o. La huella
isotdpica 8'3C no fue estadisticamente diferente entre muestras de tratamientos diferentes
(Figura 7). Particularmente, en el caso de las gramineas, todas tuvieron valores 3*C
alrededor de —13%., lo cual permite concluir que efectivamente corresponden a plantas C4
y se descarta gue las muestras analizadas de pasto Cayman en monocultivo correspondan
a una contaminacion con muestra de leguminosas debido a su bajo 3'°N. El 8*3C tanto las
muestras de hojarasca y suelo fue ligeramente menor en los tratamientos con L.

diversifolia, como consecuencia del aporte de la leguminosa a los residuos vegetales y al

C organico del suelo.

Figura 7: Huella isotépica 8'3C de diferentes fracciones botanicas y suelo en diferentes

tratamientos de pasturas en ensayo silvopastoril basadas en pasto Cayman y Toledo.
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Letras diferentes sobre barras representan diferencias estadisticas de acuerdo a prueba
Tukey HSD (0=0,05).
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La relacion C/N de la hojarasca de los tratamientos evaluados fue significativamente
diferente solo en el caso del pasto Cayman, la cual pasé de 14,2 en el tratamiento en
monocultivo (T1) a 6,3 en el silvopastoril (T3) (Tabla 4). De acuerdo con Robertson and
Groffman (2015), a menor relacién C/N mayor sera la tendencia a favorecer procesos de
mineralizacion sobre la inmovilizacibn microbiana. La hojarasca de los tratamientos
basados en pasto Toledo fue de 6,3—7,7 sin diferencias entre monocultivo y silvopastoril.
Dadas las condiciones climaticas del area de estudio donde la temperatura media es de
24°C, no hay limitaciones de humedad, y el pH es cercano a la neutralidad éstas se

considerarian condiciones ideales para la mineralizacién del N (Monsalve et al., 2017).

Tabla 4. Relacién C/N de la hojarasca de diferentes tratamientos de pasturas en ensayo
silvopastoril basadas en pasto Cayman y Toledo. Letras diferentes sobre barras

representan diferencias estadisticas de acuerdo a prueba Tukey HSD (a=0,05).

Tratamiento C/N
T1: Cayman 14,2(0,9) b
T2: Toledo 6,3 (0,7) a

T3: Cayman + L. diversifolia | 4,8 (1,4) a
T4: Toledo + L. diversifolia 7,7(2,1) a
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5.2.3 Contenido de N en forraje

El contenido de N cuantificado en el tejido foliar de las gramineas estuvo en el rango de
14-22 g N kg MS?, y de 42 g N kg MS™ para las leguminosas (L. diversifolia) (Tabla 5).
Entre los tratamientos de gramineas en monocultivo (T1y T2) no se detectaron diferencias
estadisticas. No obstante, las gramineas en los tratamientos T3 y T4 presentaron una
concentracion de N significativamente mas alta, evidenciando un aumento del orden del

50%, lo cual se vio reflejado igualmente en el parametro de PC.



Tabla 5: Contenido de nitrdgeno (N), proteina cruda (PC), y absorcién de N en gramineas y leguminosas en diferentes tratamientos
de pasturas. EL: area entre surcos de L. diversifolia; BL: &rea bajo arbustos de L. diversifolia. Los valores indicados son promedio de
dos cortes de evaluacién de 55 dias. Letras diferentes en una misma columna representan diferencias estadisticas de acuerdo a
prueba Tukey HSD (a=0,05).

Contenido de N PC N absorbido
Tratamiento | Area (g kg MS™) (%) (kg N ha'! afio?)
Graminea Leguminosa Graminea Leguminosa Graminea Leguminosa | Total

T1: Cayman - 14,1 (2,7) a - 8,8 (17)a - 88,8 a - 88,8 a

T2: Toledo - 15,4 (3,2) ab - 9,6 (2,0) ab - 165,8 b - 165,8 b
T3: Cayman+ | EL 20,9 (3,00 c - 13,0(1,9)c - 220,4 c - 279 4 ¢
L. diversifolia BL 22,6 (3,9) ¢ 42,6 (9,4) A 141 (24)c 26,6 (5,8) A 1554 b 78,0 ’
T4: Toledo + EL 15,5 (2,5) ab - 9,7 (1,6) ab - 1649b - 2471 ¢
L. diversifolia BL 19,2 (3,0) bc 42,3 (7,1) A 12,0(1,9) bc | 26,4(4,4) A 237,7 ¢ 59,1 ’




El aumento en la concentracion de N de gramineas por efecto de la inclusion de
leguminosas en las pasturas se ha documentado en estudios como el de Cantarutti et al.
(2002), donde observaron que la incorporacién de Desmodium ovalifolium en pasturas de
U. humidicola increment6 de 8,8 a 11,2 g N kg MS™ el contenido de N de la graminea. De
forma similar Chara et al. (2019) recopilaron estudios que evidencian un aumento
sustancial en el contenido de PC de la dieta para ganado en pastoreo en un sistema
silvopastoril intensivo con Cynodon plectostachyus y L. leucocephala, donde la PC de la
dieta se incremenda de 10,8% a 13,9-15,7% en comparacion con un control de solo

C. plectostachyus.

La integracibn de componentes fijadores y no-fijadores de N como el caso de las
asociaciones graminea—leguminosa pueden obtener mas N explotando diferentes fuentes
tanto simbidticas, como no simbiéticas de N incluso que en cultivos de leguminosas solas
(Nyfeler et al., 2011). Las gramineas se pueden beneficiar directamente por la
transferencia de N fijado de la leguminosa, o indirectamente por menor competencia por
el N mineral del suelo (Jalonen et al., 2009; Kemen et al., 2018; Munroe & Isaac, 2014;
Rao & Giller, 1993).

Los mecanismos de transferencia de N de leguminosa a graminea mas descritos incluyen
la indirecta, por medio de descomposicién de érganos de la leguminosa, y la transferencia
directa de raiz a raiz, a través de exudados radicales o redes comunes de microrrizas
(Munroe & Isaac, 2014). Dado que las huellas 8'°N de las gramineas en silvopastoril no
fueron menores a las observadas en los tratamientos en monocultivo, se infiere que el
mecanismo de transferencia que podria actuar para incrementar el contenido de N en las
plantas en el tratamiento silvopastoril serian los indirectos, es decir, por descomposicion
de la biomasa de la leguminosa incluyendo hojas, raices secundarias y nddulos, que al

mineralizarse podrian ser aprovechados por las gramineas circundantes.

Estos mecanismos contribuyen a explicar el incremento en el N absorbido por unidad de
area de los tratamientos con L. diversifolia, en comparacion con los tratamientos de
graminea sola. El aumento en el N absorbido por los tratamientos T3 y T4 representd una
adicion de 183 kg N ha?! afio! y 82 kg N ha! afio? a las pasturas. Considerando el
contenido de N de un fertilizante como la Urea comercial alrededor del 46% y que la
eficiencia agronémica de uso de N de estos fertilizantes es de alrededor del 50%, el N

proporcionado por los arbustos de L. diversifolia a las pasturas seria equivalente a aplicar
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815 kg de Urea comercial por ha al afio para en el pasto Cayman y 361 kg en el pasto
Toledo.

5.2.4 Interceptacién de luz por arbustos de L. diversifolia

En los tratamientos con leguminosas (T3 y T4) el follaje de L. diversifolia intercepto
alrededor de 1.116 pmol m? s en las areas EL entre arbustos y 1.754 umol m2 s en las
areas BL bajo los arbustos de L. diversifolia, lo cual representé una reduccién de entre el
53-83% de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) con respecto a las gramineas en

monocultivo.

La reduccion en la RFA podria contribuir a explicar la disminucién en la produccion de
biomasa de graminea en las areas BL con respecto a las EL en tratamientos T3y T4. De
acuerdo con Boddey et al. (2020) la reduccion en la intensidad de luz para el componente
herbaceo de sistemas silvopastoriles puede afectar aspectos morfolégicos y fisioldgicos
importantes para la productividad y calidad de forrajes. Esto se evidencia en el estudio de
Galindo et al. (2011) donde en sistemas silvopastoriles de C. plectostachyus con L.
leucocephala se registr6 una reduccion del 47% de la RFA con arbustos podados a altura
de 1-2 m.

En el presente ensayo de campo el 25% de los arbustos de L. diversifolia en los
tratamientos silvopastoriles se dejaron crecer a alturas de hasta 20 m para proveer sombra.
De acuerdo a las mediciones realizadas éstos arbustos redujeron aproximadamente el
53% de la RFA en las parcelas, lo cual ademas de afectar a las gramineas, también podria
haber afectado a las leguminosas que se dejaron a baja altura para ramoneo. Es bien
sabido que si las leguminosas son mantenidas por largos periodos de tiempo a condiciones
de poca luz, las tasas de fijacion de N pueden decrecer debido a la disminucién de
fotosintatos disponibles para traslocar a las raices y alimentar los bacteroides fijadores
(Cooper & Scherer, 2012). No obstante, es de resaltar que aunque la RFA haya disminuido
en un 53% con la presencia de las leguminosas de sombra, las leguminosas de ramoneo

hayan presentado una alta capacidad de fijacion, cercana al 90%.
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5.3 Emisiones de 6xido nitroso

5.3.1 Flujos diarios y emisiones acumuladas

En las camaras donde se aplicé agua en lugar de orina, independiente del tipo de pastura
donde se encontraban presentaron emisiones de N»O bajas (Figura 8), del orden de -0,12
a 6,9 mg N2O-N m? dia? en los tratamientos basados en pasto Caymany -0,2 a 4 mg
N.O-N m?2 dia? en Toledo, lo cual confirma que su uso como control experimental fue

adecuado.

En las cAmaras donde se aplicé orina las emisiones de N2O fluctuaron durante los 52 dias
de medicion, observando un periodo de altas emisiones durante los primeros 16 dias,
punto a partir del cual las emisiones disminuyeron a niveles similares a los basales con
excepcion de un pequerfio pico cerca del dia 32. Los puntos de mayores emisiones tanto
en las pasturas de Cayman como de Toledo fueron observados entre el segundo y cuarto
dia de mediciones (Figura 8 Ay B).

Las emisiones acumuladas durante los 52 dias de medicion fueron mas altas en las areas
EL de los tratamientos de graminea—leguminosa (T3 y T4) con respecto a las areas BL y
las gramineas solas (T1 y T2). Adicionalmente, de forma general las emisiones de N.O
fueron mas altas en las pasturas en Toledo en comparacién con las pasturas de Cayman
entre un 12-34% (Figura 8 C y D).

En pasto Cayman las emisiones de N>O mas altas se observaron en las areas ubicadas
entre los surcos de L. diversifolia, con 613 mg N>O-N m?2, seguido de las areas bajo
arbustos de L. diversifolia, con 404 mg N.O-N m2, siendo éstas entre 15y 74% mas altas

que las emisiones de la graminea sola, con 352 mg N,O-N m?2,

En pasto Toledo las emisiones de N.O en las areas ubicadas entre los surcos de L.
diversifolia fueron de 685 mg N.O-N m?2, seguido de las areas bajo arbustos de L.
diversifolia, con 540 mg N.O-N m2, siendo éstas entre 19 y 51% mas altas que las

emisiones de la graminea sola, con 453 mg N.O-N m=.

En las pasturas tropicales, las emisiones de N>O pueden originarse tanto de fuentes
organicas como inorganicas de N, como pueden ser los fertilizantes, las excretas animales,
o los residuos de plantas (Boddey et al., 2020). En las pasturas mixtas, la presencia de

leguminosas puede aumentar el reciclaje de N a través de los residuos vegetales,
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aumentando las emisiones de N>O por mineralizacion (Boddey et al., 2020). De hecho,
evaluaciones realizadas por Cantarutti et al. (2002) en pasturas de Urochloa humidicola
sola y asociada con Desmodium ovalifolium en Brasil estimaron que la presencia de la
leguminosa podria depositar hasta 80 kg adicionales de N anualmente en los residuos

vegetales, lo cual conllevé también a mayores niveles de mineralizacion y nitrificacion.



Figura 8: Emisiones diarias de 6xido nitroso en diferentes tratamientos de pasturas en ensayo silvopastoril basadas en pasto Cayman
(A) y Toledo (B) durante 52 dias. Emisiones acumuladas de 6xido nitroso durante 52 dias de muestreo en tratamientos basados en
pasto Cayman (C) y Toledo (D). EL: camaras entre surcos de L. diversifolia; BL: cAmaras bajo arbustos de L. diversifolia. Letras
diferentes sobre barras de figuras C y D representan diferencias estadisticas de acuerdo a prueba Tukey HSD (a=0,05).
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5.3.2 Factores fisicos que afectan las emisiones

El espacio poroso lleno de agua (WFPS) en los suelos de las pasturas fluctué durante los
52 dias en un patron similar al de la precipitacion en el &rea de estudio (Figura 9). La lamina
de agua total registrada por precipitacion durante el periodo de muestreo fue
aproximadamente 168 mm. La humedad a capacidad de campo del suelo fue en promedio
38% v/v. La humedad del suelo durante el periodo de 52 dias de medicién de emisiones

de N0 fluctuo entre el 59-100% de la capacidad de campo, con media de 79%.

A pesar de que no se detectdé un patron diferente en el comportamiento del WFPS entre
pasturas de graminea sola y gramineas asociadas, éste parametro fue ligeramente mayor
en los suelos de pasturas de Toledo con respecto a los de Cayman. Una posible
explicacién a este comportamiento podria verse en las diferencias en algunos parametros
fisicos del suelo entre las pasturas. La densidad aparente de los tratamientos en pasturas
de Toledo fue menor que en la de Cayman, lo cual se vio reflejado también en mayor
porosidad total y mayor relacion de macroporos en los suelos de Toledo (Tabla 2),

permitiendo mayor flujo de agua y oxigeno.

El WFPS es un indicador de las condiciones ideales para diferentes procesos
microbioldgicos del suelo como la nitrificacion y la desnitrificacion (Robertson & Groffman,
2015). La nitrificacién tiene su mayor actividad con valores de WFPS cercanos al 60% en
condiciones aerodbicas, mientras que la desnitrificacion tiene su mayor actividad cerca del
90%. El WFPS del suelo mas alto en las pasturas de Toledo podrian contribuir a explicar
las mayores emisiones de N>O en esta pastura con respecto a las registradas en pasto

Cayman.



Figura 9: Espacio poroso lleno de agua (water-filled pore space, WFPS) en el suelo en tratamientos de pasto Cayman (A) y Toledo
(B), y precipitacion registrada (C) durante el periodo de medicion de 52 dias. EL: camaras entre surcos de L. diversifolia; BL: camaras
bajo arbustos de L. diversifolia. Datos faltantes del dia 22 al 27 en figura 9C.
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5.3.3 N mineral del suelo

En las pasturas tanto de Cayman como de Toledo se observé una tendencia de mayores
niveles de NH,* en el suelo y menores niveles de NOs™ en los tratamientos de graminea

sola (T1y T2) en comparacion con las asociaciones (T3 y T4) (Figura 10).

A partir de la aplicacion de la orina la concentracion de NH4* en el suelo fue alta, entre 161
y 224 mg NH4*-N g suelo? en pasturas de Cayman y de 97 a 218 mg NH4*-N g suelo? en
Toledo. A partir de alli la concentracion de NH.* en el suelo fue disminuyendo
paulatinamente hasta estabilizarse a niveles bajos cerca de 39-54 mg NH4*-N g suelo? a
los 11 dias en las pasturas de Cayman y de 16—31 mg NH4*-N g suelo™ en las pasturas de
Toledo a los 16 dias después de aplicar la orina. Estos bajos niveles de NH." se
mantuvieron hasta el dia 36 de medicion, posteriormente en el dia 43 se observd un pico
alto de concentracion de NH4* en el suelo tanto en pasturas de Cayman como de Toledo.
Este pico podria deberse a la precipitacion durante los dias previos. Entre los dias 28 y 42
de medicién posteriores a la aplicacion de orina el ensayo recibid alrededor de 97 mm de
lamina de agua proveniente de la lluvia. Adeniyi (2006) recopil6 registros de depdésito de
entre 6,4-12,4 kg N ha! afio! en sabanas africanas, donde al menos dos terceras partes
correspondian a NH4*-N.

La concentracion de NOs en los suelos de todas las pasturas tuvo un comportamiento
similar, con un periodo de produccién acelerada de NOs hasta el pico mas alto observado
entre los dias 9 y 11. Posteriormente se observaron fluctuaciones en la concentracion de
NOs con tendencia a disminuir hasta el dia 32, donde se mantuvieron constantes hasta el
final de las mediciones en el dia 52 (Figura 10 C y D). La concentracion de NOs™ en el suelo
a través del tiempo fue menor en los tratamientos de graminea sola (T1 y T2), seguido de
las areas entre surcos de L. diversifolia y con mas altas concentraciones de NOs las areas

bajo los arbustos de L. diversifolia en T3y T4.

En Cayman, la concentracion de NOs en el suelo fue en promedio 2,1 a 2,3 veces mas
alta en el tratamiento de monocultivo con respecto a las areas entre surcos y bajo arbustos
de L. diversifolia respectivamente. De forma similar, en Toledo la concentracién de NOs
en el suelo fue en promedio 1,5 a 1,6 veces mas alta en el tratamiento de monocultivo con

respecto a las &reas entre surcos y bajo arbustos de L. diversifolia respectivamente.
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En los tratamientos de graminea sola y las areas entre surcos de L. diversifolia se observo
una tendencia a mayores contenidos de NH4* y menores contenidos de NOs en las
pasturas basadas con Cayman respecto de las de monocultivo.

Recientemente se ha demostrado que diferentes especies de plantas, principalmente
pastos tropicales tienen la capacidad de modular la composicion de comunidades
microbianas del suelo para favorecer la retencion de ciertos nutrientes como el N (Coskun
etal., 2017). Tal es el caso de pastos del género Urochloa (sinénimo de Brachiaria), donde
se ha demostrado que ciertas especies tienen capacidad contrastante de inhibicién
biolégica de la nitrificacién (IBN) del suelo, retrasando la oxidacién de NH4* en NOg', lo cual

tiene un efecto en la reduccién de emisiones de N2O (Subbarao et al., 2009).

El pasto Toledo es un genotipo de la especie U. brizantha, la cual es considerada de baja
capacidad IBN. Por el contrario, el pasto Cayman al ser un hibrido interespecifico cuenta
en su acervo genético con informacion genética de U. decumbens, una especie
considerada de alta capacidad IBN (Subbarao et al., 2007). Estas diferencias en la
capacidad IBN de ambas especies de graminea podrian verse reflejadas en la mayor
retencion de NHs* y menor produccién de NOs™ en los suelos de tratamientos con pasto
Cayman con respecto a los de Toledo.

De acuerdo con Subbarao et al. (2007) las leguminosas no tienen capacidad IBN debido a
gue no proporciona para ellas una ventaja adaptativa, pues su principal fuente de N no es
el N mineral del suelo sino el obtenido por vias de fijacion biolégica. Este fendmeno podria
contribuir a explicar las mayores concentraciones de NOs y mayores emisiones de N.O en
suelos de los tratamientos de graminea—leguminosa (T3 y T4) independiente de la especie

de graminea acompafante.



Figura 10: Concentracion de amonio en el suelo en diferentes tratamientos de pasturas en ensayo silvopastoril basadas en pasto
Cayman (A) y Toledo (B) durante 52 dias. Concentracion de nitrato en el suelo en diferentes tratamientos de pasturas en ensayo
silvopastoril basadas en pasto Cayman (C) y Toledo (D). EL: cAmaras entre surcos de L. diversifolia; BL: cAmaras bajo arbustos de L.
diversifolia.
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5.3.4 Relacion produccion de biomasa—emisiones de 6xido
nitroso

La intensidad de emisiones es la cantidad de emisiones de GEI generadas por unidad de

un producto. Este indicador se ha propuesto en los sistemas agroalimentarios debido a

gue si bien es necesario buscar estrategias para reducir emisiones de GEI y combatir el

cambio climatico, también lo es incrementar la produccion de alimentos. Por lo tanto, la

intensidad de emisiones se considera como un indicador del desempefio ambiental de un

sistema de produccion (Mréwczynska-Kaminska et al., 2021).

Al relacionar las emisiones de N,O en funcion de la produccion de materia seca de cada
uno de los tratamientos se encontré que a pesar de que las emisiones absolutas de los
tratamientos con L. diversifolia fueron mayores que las de las pasturas de Cayman y
Toledo en monocultivo, el grado de incremento en la biomasa producida en los T3 y T4
generd que la intensidad de emisiones en estos tratamientos fuera similar o incluso menor
gue las de T1y T2 (Tabla 6).

En los tratamientos T3 y T4 las areas EL presentaron mayores emisiones de N.O que las
areas BL. En pasturas mixtas de gramineas y leguminosas la literatura varia entre estudios
gue reportan incremento de emisiones de N,O con la leguminosa y otros que no reportan
un efecto significativo (Boddey et al., 2020). La complejidad de los arreglos silvopastoriles
(diferentes estratos) implica un desafio adicional al estimar las emisiones totales de forma
gue sean representativas de la heterogeneidad espacial del sistema. Al ponderar las
emisiones de N0 de la misma forma que la produccién de materia seca (considerando las
areas EL como representativas del 60% del area de las parcelas y las areas BL del 40%)
la intensidad de emisiones de los T3 y T4 resulté levemente menor que la de T1y T2. El
caso de mayor reduccién de intensidad de emisiones fue en el tratamiento silvopastoril de

pasto Cayman, con una reduccién del 18% en comparacion con el respectivo monocultivo.

Tabla 6: Intensidad de emisiones de diferentes fracciones botanicas en tratamientos de
pasturas. EL: area entre surcos de L. diversifolia; BL: area bajo arbustos de L. diversifolia;
MS: materia seca. Letras diferentes representan diferencias estadisticas de acuerdo a
prueba Tukey HSD (a=0,05).

Produccién Emisiones Intensidad de

Tratamiento | Area | .0 oco de N,O emisiones
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gMsmz |M9 NZ?'N M mg N,O-N g MS?

T1: Cayman - 91.3 352.5 3.9

T2: Toledo - 133.9 453.4 34

_ EL 142.4 613.2 4.3

T3: Cayman + g 2421 404.5 1.7
L. diversifolia

Total 182.3 529.7 3.3

Toled EL 169.4 685.7 4.0

T4: Toledo + ™ 263.0 540.8 2.1
L. diversifolia

Total 206.9 627.7 3.3

Estos resultados proveen evidencia de que la integracién de leguminosas en este caso L.
diversifolia en las pasturas tropicales constituyen una alternativa ambientalmente
sostenible, con menores emisiones de N.O en comparacion con las pasturas tradicionales

donde predominan las gramineas en monocultivo.



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Los tratamientos de pasturas asociadas tanto de Cayman como de Toledo con la
leguminosa L. diversifolia presentaron mejores caracteristicas productivas con respecto a
los tratamientos de las gramineas en monocultivo, como fueron mayor produccién de
biomasa, contenido de proteina cruda, y absorcién de nitrégeno posiblemente gracias a la
capacidad de fijacion biol6gica de N de la leguminosa, la cual se estimé superior al 90% y
posiblemente también debido a los mecanismos de transferencia de N de leguminosa a
graminea caracteristicos de pasturas mixtas. Los tratamientos de pasturas asociadas
presentaron mayores emisiones de éxido nitroso tras la deposicion de orina animal en los
potreros con respecto a los tratamientos de las gramineas en monocultivo. No obstante,
debido al grado de incremento en la produccion de biomasa en las pasturas asociadas la
intensidad de emisiones (emisiones de N.O generadas por unidad de materia seca
producida) fueron menores en comparacién con las pasturas en monocultivo. De esta
forma se confirma que la asociacion L. diversifolia-Urochloa mejora el ciclaje de N en las
pasturas. El potencial de esta asociacion radico en el N ingresado al suelo por via de la
FBN en L. diversifolia permitiendo mayor cosecha de N por hectarea, sin aumentar las
pérdidas asociadas con procesos de nitrificacion y desnitrificacion, para lo cual puede jugar

un rol importante la inhibicién bioldgica de la nitrificacion de las Urochloa.

6.2 Recomendaciones

Futuros trabajos de investigacion sobre ciclaje de N en pasturas tropicales podrian
considerar ampliar el espectro de variables a medir, por ejemplo analisis de nutrientes en
hojarasca, realizar un perfil completo de calidad nutricional en los diferentes forrajes, entre
otras. Adicionalmente seria recomendable ampliar el enfoque hasta realizar mediciones en

animales pastoreando los tratamientos evaluados para detectar diferencias en ganancia
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de peso (productividad animal), excrecion de N en las diferentes dietas, y realizar
recoleccién de orina de tales animales para determinar el efecto en las emisiones de N:O.
Finalmente, se recomienda realizar un monitoreo en el tiempo de variables fisicas,
guimicas y biolégicas del suelo, de forma que permita evaluar diferencias entre los

tratamientos evaluados.
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