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RESUMEN

La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) de las leguminosas forrajeras es una de las
principales entradas de nitrégeno (N) en los sistemas pastoriles de Uruguay. Los
objetivos de este trabajo fueron: a) Cuantificar la variabilidad existente en la
proporcion del nitrogeno total fijado atmosféricamente (%Ndfa) y en la eficiencia de
fijacion (kg N fijado/t MS) en especies de leguminosas forrajeras usadas en Uruguay:
Medicago sativa, Lotus corniculatus, Trifolium repens, y Trifolium pratense; b)
determinar si la variabilidad observada en %Ndfa esta asociada a (i) parametros
quimicos del suelo; (ii) pardmetros de planta; (iii) factores de manejo; y (iv)
ecorregiones; y c) analizar si la variabilidad observada en (a) esta asociada al indice
de nutricion nitrogenada (INN) de las especies. Entre octubre y noviembre de 2018,
se muestrearon 206 pasturas comerciales en todo el pais. En cada marco, el material
vegetal cosechado se separO por especie y se cuantifico: biomasa verde,
concentracién de C, N y P, y la relacién *C/*2C y *N/*N. El %Ndfa se estim por el
método de la abundancia natural de *>N. Asociado a cada marco se obtuvo una
muestra de suelo (0-15 ¢cm) en la que se determinaron 12 pardmetros quimicos. El
%Ndfa vari6 substancialmente para trébol blanco (mediana 78%, rango 25-100%),
para lotus (mediana 79%, rango 30-100%), para alfalfa (mediana 63%, rango 28-
89%), y tuvo menor variacién para trébol rojo (mediana 84%, rango 60-100%). En
alfalfa, lotus, trébol blanco y rojo se observaron valores promedios de 22, 27, 26 y 28
de kg N fijado/t MS respectivamente; y coeficientes de variacion de 36, 30, 28 y 24
% en ese mismo orden. Cinco factores (pH, PMN, %leguminosa, %N vy la relacion
N/P en planta) lograron explicar como maximo el 44% de la variabilidad en %Ndfa.
Este trabajo demostro que (a) existe amplia variabilidad en el %Ndfa, especialmente
en lotus y trébol blanco, y menos variabilidad en kg N fijado/t MS; y (b) que la
disponibilidad de N mineral para la leguminosa y la demanda de N de la planta
explicaron la mayor parte de la variabilidad encontrada en %Ndfa; y (c) la variacién

en el %Ndfa o en kg N fijado/t MS no estuvo asociado al INN de las especies.

Palabras claves: Fijacion biologica de nitrégeno, Medicago sativa, Lotus

corniculatus, Trifolium repens, Trifolium pratense
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BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION VARIABILITY IN FORAGE
LEGUMES OF URUGUAY: POSSIBLE CAUSES AND NUTRITIONAL
CONSEQUENCES

SUMMARY

Biological nitrogen fixation (BNF) is one of the main sources of nitrogen (N) in
pasture-based production systems in Uruguay. The objectives of this work were: a)
To quantify the existing variability in the proportion of N derived from air (%Ndfa)
and in the fixation efficiency (kg N fixed /t DM) of legume for the four main forage
legume species used in Uruguay: Medicago sativa , Lotus corniculatus, Trifolium
repens, and Trifolium pratense; b) determine whether the variability observed in
%Ndfa is associated with (i) soil fertility; (ii) plant nutritional status; (iii) pasture
management; and (iv) ecoregions; and c) analyze if the variability observed in (a) is
associated with the Nitrogen Nutrition Index (NNI) of the species. Between October
and November 2018, 206 pastures were sampled throughout the country. In each
frame, the harvested plant material was separated by species, and green biomass,
plant C, N and P concentration, and plant ratio *C / *2C and N/ N were
quantified. The% Ndfa was estimated by **N natural abundance method. Associated
with each pasture sampling, a soil sample (0-15 cm) was obtained in which 12 soil
chemical parameters were determined. The %Ndfa varied substantially in white
clover (median 78%, range 25-100%), in lotus (median 79%, range 30-100%), in
alfalfa (median 63%, range 28-89%), and less so in red clover (median 84%, range
60-100%). In alfalfa, lotus, white and red clover average values of 22, 27, 26 and 28
kg N fixed/t DM respectively were observed; and variation coefficients of 36, 30, 28
and 24 % in that same order. Five factors (pH, NMP, %legume, %N and plant N/P
ratio) accounted for a maximum of 44% of %Ndfa variation. This work showed that
(a) there is a wide variability in %Ndfa, especially in lotus and white clover, and less
variability in kg N fixed / t DM; and (b) soil mineral N availability for the legume
and plant N demand explained most of %Ndfa variability; and (c) %Ndfa or kg N

fixed/ t DM variability was not associated with the NNI of the species.

Key words: Biological nitrogen fixation, Medicago sativa, Lotus corniculatus,

Trifolium repens, Trifolium pratense
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1. INTRODUCCION

1.1 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO EN PASTURAS
SEMBRADAS

1.1.1. Aspectos generales de la fijacion biolodgica de nitrégeno

El nitrogeno (N) es el elemento més abundante en la atmdsfera, representando el
79% del volumen total. Este se encuentra en forma de dinitrégeno (N,), estado en el
cual no estd disponible para el crecimiento vegetal (Unkovich et al., 2008).
Asimismo, el N es uno de los elementos més limitantes en los ecosistemas terrestres
para el desarrollo de las plantas. Un grupo minoritario de procariotas conocidos
como diazotrofos, en vida libre o en simbiosis, son capaces de reducir el N, a NH,",
forma que puede ser utilizada por las plantas. Este proceso es conocido como fijacion

bioldgica de nitrégeno (FBN).

Se estima que 122 Tg de N son fijadas anualmente por los ecosistemas terrestres, de
los cuales 50-70 Tg de N corresponden a fijacion en sistemas agricolas (Herridge et
al., 2008). Lindstrém et al. (2010) sostienen que dentro de los sistemas agricolas las
leguminosas forrajeras son responsables de fijar entre 12 y 25 Tg de N anualmente.
Por otro lado, la sintesis de fertilizante nitrogenado mediante el proceso Haber-Bosch
se estima en 100 Tg de N anuales. Por lo tanto, la FBN es todavia la mayor fuente de

entrada de N a los agroecosistemas.

1.1.2. Estimaciones globales de la FBN v variabilidad

La FBN es altamente variable dependiendo de la especie de leguminosa y de las
condiciones ambientales. La proporcion del N total en planta que proviene de
fijacién biologica (%Ndfa) es altamente variable, pudiendo oscilar entre 5y 97%
(Unkovich y Pate, 2000). En este mismo sentido, Biichi et al. (2015) reportan gran
variabilidad en el %Ndfa entre e intra especies para 19 leguminosas evaluadas, con

valores que oscilaron desde 0% hasta casi 100%. Collino et al. (2015) determinaron



el %Ndfa en cultivos de soja sembrados en diferentes zonas de Argentina y
reportaron valores promedio de 58%, aunque variaron desde 12% a 90%. Esta
variabilidad se debe a que la magnitud de la FBN estd regulada por distintos
parametros, entre los cuales se destacan como principales: la especie de leguminosa,
la fertilidad del suelo, el manejo de la fertilizacion, el tipo de labranza del suelo y las
condiciones climaticas (Jensen 1996, Carranca et al. 1999, van Kessel y Hartley
2000).

Por otra parte, la cantidad de N que aportan las leguminosas al sistema esta
determinado por %Ndfa y por la produccién de materia seca de la leguminosa,
siendo esta Gltima la principal determinante del N que entra al sistema por FBN
(Unkovich, 2012). Los diferentes trabajos reportan tasas de fijacion de N, en tejidos
aéreos de hasta 373 kg N/ ha/ afio para trébol rojo (Trifolium pratense), 545 kg N/
ha/ afio para trébol blanco (Trifolium repens), 350 kg N/ ha/ afio para alfalfa
(Medicago sativa) y 138 kg N/ ha/ afio para lotus (Lotus corniculatus) (Carlsson y
Huss-Danell 2003, Gregerson et al., 1999).

1.1.3. La FBN en sistemas pastoriles intensivos: impacto en la sustentabilidad

Por un lado, sistemas con un mismo input de N, productividad de la pastura e
intensidad de pastoreo presentan una huella de N similar, por lo que no
necesariamente hay ventajas ambientales al sustituir el N proveniente del fertilizante
por N fijado. En otras palabras, en sistemas pastoriles donde se utilicen fertilizante o
fijacion biologica, y tengan similar productividad, carga o produccion animal, los
costos y beneficios ambientales posiblemente sean los mismos (Unkovich 2012).
Este autor sostiene que se debe a que la huella de N en los sistemas lecheros esta
relacionada principalmente al N excretado por los animales, y no al input de N en si
mismo. Si bien sustituir N de fertilizante por N proveniente de fijacion bioldgica
mejora el balance de N tedrico del predio, esa mejora es pequefia si se compara con

un manejo ajustado de la fertilizacién en el sistema.

En un estudio realizado por Ledgard et al. (1999) se demostré que cambiar de un
sistema de produccion que tenga un input de 200 kg N/ ha/ afio de fertilizante a un



sistema con inclusion de leguminosas y sin fertilizacion nitrogenada, permite reducir

las pérdidas por lavado un 50%, pero disminuye la produccion de leche en un 20%.

Si bien en el pasado se pensaba que la FBN en leguminosas contribuia directamente
a disminuir las emisiones N,O, recientemente se demostrd que no necesariamente es
asi (Rochette y Janzen 2005), y que el impacto de la FBN en la huella de N es

minimo.

Por otro lado, si se considera la energia necesaria para fabricar fertilizante en forma
de urea (0,73 - 2,14 kg de CO,/ kg de urea, Ledgard et al., 2011), entonces la FBN si
tendria un efecto potencial sobre la emision de gases con efecto invernadero
(Ledgard et al., 2009). Esto es a nivel de predio, ya que del total de CO, producido
en el proceso de fabricacion de fertilizante representa el 1% del CO, emitido a nivel
global (Unkovich, 2012).

En este mismo sentido Jensen et al. (2012) sostienen que la utilizacion de
leguminosas como fuente de N reduce las emisiones de CO, vinculadas a la energia
fosil necesaria para producir fertilizantes nitrogenados. Asimismo, hay una reduccion
de los costos de los sistemas productivos cuando se sustituye el N del fertilizante por
N proveniente de la FBN. Ademas, las leguminosas se adaptarian mejor a
condiciones de elevadas concentraciones de CO, atmosférico y al cambio climético
(Luscher et al., 2014).

1.1.4. Pasturas con inclusion de lequminosas

Los principales beneficios de incluir leguminosas en las pasturas son: i) la
transferencia de N a las especies acompafantes, ii) mejora de la fertilidad del suelo,
iii) aumento de la produccién animal por un aumento en la digestibilidad y proteina

de la pastura, y iv) una reduccion en los costos de produccion (Simioni et al., 2014).

Las leguminosas cuando crecen junto a gramineas son capaces de utilizar el N, como
principal fuente de N, con valores promedio a campo de 80% (Carlsson y Huss-
Danell, 2003). Nesheim y Boller (1991) demostraron que la competencia con la
graminea por el NOj3 disponible en suelo tendié a reducir el crecimiento y la

acumulacién de N en trébol blanco, y a aumentar el %Ndfa. En este mismo sentido,



Xiao et al. (2004) observaron que el consumo de N por una especie no leguminosa
intersembrada con una leguminosa afect6 los niveles de N mineral disponibles a tal

punto que la FBN fue mayor que para una leguminosa sembrada pura.

En general, la transferencia directa de N por parte de la leguminosa a la especie
acompariante suele ser baja, menor al 10% del total de N fijado (Morris et al., 1990).
En su revision Peoples et al. (2015) sostienen que varios trabajos reportan que entre
un 0y un 15% del N en las especies no leguminosa corresponde a N transferido de la
FBN.

Por otro lado, en un estudio realizado por Mallarino et al. (1990b) reportaron que la
transferencia de N desde la leguminosa a la graminea represent6 el 20% del N total
de esta ultima en el primer afio de la pastura, y el segundo afio aumento6 a un 60%. A
su vez, sostienen que a medida que aumentd el porcentaje de leguminosa en la

muestra aumento la proporcién de N transferido.

El efecto positivo de la mezcla de gramineas y leguminosas sobre la biomasa no se
debe Unicamente al aporte de N fijado por esta Gltima, sino que existe un efecto
estimulante en la absorcion de N por parte de las dos especies en competencia, y un

aumento en la eficiencia de utilizacion del N (Nyfeler et al., 2011).

La inclusion de leguminosas seleccionadas por su comportamiento frente a déficit
hidrico en mezclas con gramineas puede mejorar la resistencia y resiliencia del tapiz
vegetal frente a eventos de sequia (Hofer et al., 2017). Estos autores concluyen que
las leguminosas tienen mayor tolerancia al déficit hidrico, ya que son capaces de

compensar la limitante de N mineral con el N proveniente de fijacion biolégica.

1.1.5. Cuantificacién del N procedente de la FBN por el método de abundancia
de °N

El N, se encuentra en dos formas isotépicas, **N y °N. La vasta mayoria del N
atmosférico es 1*N (96,63%), mientras que el restante 0,36% es >N (Mariotti, 1983).
El N mineral tiende a estar enriquecido en N debido a la discriminacién isotépica,
ya que el isétopo N es més pesado que el **N, y sus formas minerales sufren los

procesos de desnitrificacion y volatilizacion de forma mas lenta. Este



enriquecimiento natural del suelo en >N puede ser utilizado para estimar la FBN.
Las diferencias en el contenido de °N entre leguminosas y especies de referencia no

fijadoras creciendo en un mismo suelo pueden utilizarse para calcular el %Ndfa.

Cuando una leguminosa nodulada crece en un ambiente con escaso N mineral
disponible en suelo, entonces es dependiente del N para su crecimiento, por lo que
su composicion isotépica es semejante a la de la atmésfera (8N 0%o). A su vez, Si
una leguminosa crece en un ambiente con abundancia de disponibilidad de N
mineral, entonces su principal fuente de N es el suelo y su 8'°N ser semejante a la
de él (ej.: 8"°N 5%o). Asi, una leguminosa que utiliza N del suelo y N atmosférico
para cubrir su demanda, tiene un 8°N con un valor intermedio entre el de la
atmésfera y del suelo (gj.: 8°N 3%o). Estas diferencias permiten estimar que
proporcion del N total de la planta que proviene del suelo y de la atmdsfera
(Unkovich et al., 2008).

La fraccion de N derivada de la fijacion simbiotica (% Ndfa) se puede estimar de la

siguiente forma:
%Ndfa = [(8™°N referencia - 5°N leguminosa) / (6*°N referencia - B)] x 100

Donde 8N es el enriquecimiento en N expresado en %o en relacién con el N
atmosférico (0,3663%); 8"°N referencia es el 5'°N de la planta no fijadora, teniendo
al N del suelo como tnica fuente nitrogenada; 8"°N leguminosa es el 5°N de la
especie leguminosa; B es el §*°N de la leguminosa teniendo al N, como Gnica fuente
de N.

Los métodos que utilizan al isotopo estable °N son considerados los mas confiables
y ademas proporcionan informacion sobre el N incorporado en un periodo de tiempo
(Unkovich, 2012). Actualmente, la abundancia del N (8"°N) es la técnica mas
adecuada para medir la FBN a nivel de campo en leguminosas templadas. Sin
embargo, este método tiene algunas limitaciones que se deben tener en cuenta
cuando se aplica para poder analizar correctamente sus estimaciones. Shearer y Kohl
(1986) destacan las principales limitaciones del método de la abundancia de *°N. En

primer lugar, tanto el 3"°N de la parte aérea de la leguminosa creciendo sin N mineral



y de la planta de referencia no fijadora, no representan exactamente el 5°N de la
atmosfera y del suelo respectivamente, ya que existe fraccionamiento isotopico
dentro de la planta. En segundo lugar, estimar el 3*°N del suelo mediante la planta de
referencia puede inducir a errores, ya que varia con la profundidad y estacion del
afio. Ademas, las leguminosas Yy las plantas no fijadores no siempre tienen igual tasa
de absorcién de nutrientes, tipo de sistema radicular y estacion de crecimiento, por lo
que el pool del N al que acceden es diferente. En tercer lugar, cuando la diferencia
entre el 8°N de la planta fijadora y no fijadora es menor a 2%o el error en la

estimacioén del %Ndfa es considerable.

1.2 CONTRIBUCION DE LAS LEGUMINOSAS FORRAJERAS EN LA FBN
EN URUGUAY

1.2.1 Pasturas sembradas en Uruguay

El Uruguay tiene un total de 16.357.000 ha productivas de las cuales 13.752.133
aproximadamente son destinadas al pastoreo (DIEA, 2017). De la superficie de
pastoreo 2.450.279 ha corresponden a superficie mejoradas que incluyen campo
natural mejorado vy fertilizado, pasturas artificiales y cultivos forrajeros anuales. A su
vez, de esta area 1.141.427 ha son pasturas artificiales que corresponden al 8,3% de
la superficie total de pastoreo.

En las condiciones climéaticas del Uruguay prosperan tanto especies de clima
templado como de clima subtropical (Carambula, 2002). Las especies gramineas
perennes mas utilizadas en pasturas cultivadas son la festuca (Festuca arundinacea),
el dactilis (Dactylis glomerata), el bromus (Bromus catharticus), el holcus (Holcus
lanatus) y el raigras (Lolium spp.); las cuales presentan un amplio rango de
adaptacion a los diferentes manejos y suelos en el pais. Por otra parte algunas de las
principales leguminosas perennes incluyen la alfalfa (Medicago sativa), el lotus

(Lotus spp.), el trébol blanco (Trifolium repens), y el trébol rojo (Trifolium pratense).

Algunas de las principales especies que se utilizan en verdeos anuales incluyen:

avena (Avena bizantina, A. sativa, y A. strigosa) y raigras (Lolium multiflorum) como



especies invernales; y sudangrés (Sorghum sudanense) y moha (Setaria italica) como
especies estivales.

Las pasturas mixtas con especies de ciclo complementario al campo natural son
vastamente utilizadas con el fin de obtener altas producciones de materia seca,
mitigar la estacionalidad de la oferta de forraje, y a su vez contar con alimento de
alto valor nutritivo. En estas pasturas con especies perennes de gramineas invernales
y leguminosas de ciclo invernal y estival, la menor produccién de forraje se obtiene
en verano y la mayor produccion se produce en primavera, época en que la mayoria

de las especies se encuentran en la etapa reproductiva (Carambula, 2002).

1.2.2 Aporte de N a los sistemas por las lequminosas forrajeras

Las leguminosas cumplen un rol fundamental en las pasturas ya que producen forraje
de alta calidad durante todo el afio y fijan N de la atmdsfera recuperando la fertilidad
de los suelos. Las leguminosas forrajeras mas utilizadas en las pasturas sembradas
del Uruguay son el trébol blanco (Trifolium repens), trébol rojo (Trifolium pratense),

lotus (Lotus corniculatus) y alfalfa (Medicago sativa).

En general, para estas leguminosas la variabilidad temporal en las tasas de
crecimiento muestra importantes diferencias estacionales con una tendencia de
variacion similar para las cuatro leguminosas (Diaz et al., 1996). Estos autores
reportaron que en los meses de otofio-invierno donde se registran las temperaturas
mas bajas se encontraron pocas diferencias entre especies, y las tasas variaron entre
10 y 15 kg MS/ ha/ dia. Mientras que a finales de invierno y en primavera el
crecimiento aumentd considerablemente produciéndose diferencias entre especies,
con tasas que oscilaron entre 40 y 85 kg MS/ ha/ dia, siendo la alfalfa la que alcanz6
los valores maximos. A su vez, sostienen que la alfalfa y trébol rojo (hasta su
segundo afio) son las especies mas estables en cuanto a la produccion de forraje en

las condiciones evaluadas, seguidas por lotus y posteriormente trébol blanco.

Por otro lado, Mallarino et al. (1990a) evaluaron el aporte de N al sistema en dos
experimentos por dos afios por parte de 3 leguminosas (trébol blanco, trébol rojo y

lotus) en pasturas con festuca. La especie que aporté mayor cantidad de N al sistema



durante los dos afios fue el trébol rojo con 390 kg/ hay 330 kg/ ha, seguido por trébol
blanco (257 kg/ hay 242 kg/ ha) y lotus (187 kg/ hay 293 kg/ ha).

1.2.3 Estimacion de la FBN por leguminosa forrajera a nivel nacional

Garcia et al. (1994) reportan valores de %Ndfa para trébol blanco, trébol rojo, alfalfa
y lotus cercanos al 90% en invierno y primavera, y eficiencias expresadas como kg
de N fijado por tonelada de materia seca de 31, 35, 32 y 27 respectivamente. Estos
estudios fueron realizados a nivel parcelarios para pasturas de 2 afios con 5 afios de
estimaciones de parametros simbioticos para lotus y trébol blanco y 1 afio para
alfalfa y trébol rojo. Estas estimaciones fueron realizadas con técnicas de dilucién

isotdpicas.

En experimentos donde se evaluaban mezclas de trébol blanco, trébol rojo o lotus
con festuca se reportan valores promedio de 18 y 34 kg N/ ha/ afio transferidos desde
la leguminosa a la graminea acompafiante en praderas de primer y segundo afio

respectivamente (Mallarino et al., 1990b).

En un experimento de dos afios en el que se evalué la FBN Mallarino et al. (1990a)
en pasturas binarias de trébol blanco, trébol rojo o lotus con festuca reportan que los
mayores %Ndfa se obtuvieron en invierno y primavera, alcanzando valores promedio
de 82 y 95% respectivamente sin diferencias significativas entre especies. Los
mayores valores de N fijado por hectarea fueron para la mezcla trébol rojo-festuca
para ambos afios (390 y 330 kg N/ ha/ afio), explicados principalmente por un mayor
produccion de materia seca de la leguminosa. A su vez, estos autores reportaron
relaciones lineales y negativas entre la proporcion de cualquiera de estas leguminosas

en la mezcla y el %Ndfa.

La fertilizacion con 100 kg de N/ ha redujo el %Ndfa de 18 a 20 semanas post
aplicacion y fue méas evidente en aquellas parcelas con mayor proporcion de
leguminosas (Mallarino y Wedin, 1990). También reportaron una reduccién en los kg
de N fijado por hectarea para todas las especies de leguminosas cuando se aplica
fertilizantes nitrogenados por una disminucion en la proporcion de leguminosas en la

parcela. Las pasturas en el afio de implantacién fueron las mas sensibles a aplicacion



con N, y la mezcla que contenia lotus mostré la mayor sensibilidad dentro de las

especies leguminosas.

1.3. FACTORES QUE AFECTAN LA FBN

La FBN es afectada principalmente por la produccién y persistencia de la
leguminosa, por las especies no-leguminosas acompafantes en la mezcla y por la
disponibilidad de N mineral (Ledgard y Steele, 1992). Estos factores son
influenciados por variables de suelo, ambientales y de manejo, que se pueden

agrupar como factores bidticos y abioticos.

1.3.1. Factores bioticos

1.3.1.1 Microorganismos del suelo

En general la inoculacion de leguminosas permite asegurar la correcta nodulacion y
establecimiento de las mismas. Tal es el caso reportado por Ali et al. (2010) en el
cual reportaron que la inoculacién de diferentes leguminosas en suelos franco-

arcillosos tuvo un efecto positivo sobre su produccion y nodulacién.

Los inoculantes comerciales utilizados en trébol blanco, trébol rojo, lotus y alfalfa en
Uruguay fueron seleccionados hace décadas para condiciones de manejo y de suelo
muy diferente a las actuales. La competencia entre las cepas de los inoculantes y las
cepas nativas del suelo es un problema vastamente conocido (diCenzo et al., 2018).
El N fijado en una pastura inoculada se asume que proviene del nddulo con la cepa
del inoculante, pero la realidad es que la cepa que ocupa el nédulo no se conoce con
certeza (Altier et al., 2013). En este mismo sentido, Batista et al. (2015) evaluaron la
inoculacion de trébol rojo en diferentes tipos de suelos en Uruguay, y confirmaron
que la cepa utilizada como inoculante para esta especie puede ser poco competitiva
en suelos que tengan cepas de rizobio nativas-naturalizadas. También en trébol
blanco la competitividad de la cepa usada como inoculante es baja, y los nédulos son

ocupados minoritariamente por ella (Gutiérrez et al. 2019).



Segun lo reportado por Irisarri et al. (2019) la utilizacidn de cepas de rizobio nativas-
naturalizadas que fueron seleccionadas por eficiencia de fijacion de N en trébol
blanco resultaron en mayores cantidades de N fijado por unidad de materia seca, y en
similar o mayor ocupacion de nddulo, establecimiento de plantas, y produccion de

materia seca respecto al inoculante comercial.
1.3.1.2 Plagas y enfermedades

Tanto las enfermedades foliares como las radiculares y las plagas que afectan a las
leguminosas tienen un efecto negativo sobre el vigor y produccion potencial de las
mismas, afectando la fijacion de N. Johnstone y Barbetti (1987) reportan pérdidas
productivas de 10 a 90% para leguminosas debido a enfermedades en Australia. Asi
mismo, Riffkin et al. (1999) realizaron un estudio en predios productivos del sur-
oeste de Victoria en Australia donde encontraron que segun la textura del suelo los
nematodos fueron un factor que logré explicar parte de la variacion encontrada en la
proporcion de N que proviene del aire y/o los kg de N fijado por unidad de materia

Seca.

La utilizacion de variedades mejoradas especificamente por la resistencia a
enfermedades, permite minimizar las pérdidas ocasionadas por estas (Altier, 2010).
Estrategias basadas en microbios para mejorar el establecimiento y la fijacién de N
son actualmente utilizadas a nivel global a través de la aplicacién de tecnologia
rizobial (Catroux et al., 2001). En esta misma linea, Altier et al. (2013) sostienen que
la explotacién de PGRP (rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas)
inoculado junto a rizobios constituye una alternativa interesante para mejorar la
fijacion de N y reducir las enfermedades en leguminosas forrajeras. La utilizacion de
diferentes cepas de P. fluorescens en semillas de alfalfa han demostrado ser efectivas
en la inhibicion de enfermedades de semilla (Quagliotto et al., 2009). Estos autores
demostraron que la inoculacién con esa bacteria produjo un aumento del 10 al 13%
en el nimero de plantas en comparacion con el control. A su vez, el uso de bacterias

para biocontrol aumenté la biomasa aérea entre 15 y 18% para alfalfa.
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1.3.2 Factores abioticos

1.3.2.1 Estrés hidrico

El anegamiento en suelo reduce la nodulacién, la produccion de materia seca 'y el N
total acumulado en la parte aérea de la planta (Alves et al., 2012). Estos autores
encontraron varias cepas adaptadas a condiciones de anegamiento que lograron
mejores eficiencias de fijacion de N que el control con adiccion de fertilizante

nitrogenado.

En general, existen diferencias en la tolerancia de las leguminosas forrajeras al
anegamiento. Las leguminosas tolerantes son capaces de formar nodulos, y tener
difusion interna de oxigeno que les permite mantener el metabolismo de las raices y
la fijacion de N en los nédulos sumergidos. Se reportan reducciones en la tasa de
crecimiento del 50% para Medicago sativa y Trifolium pratense, y del 25% para
Lotus corniculatus y Lotus tenuis que presentan mayor tolerancia al anegamiento
(Striker y Colmer, 2017).

Por otro lado, en condiciones de baja disponibilidad de agua disminuye la FBN ya
que se resiente la actividad de la nitrogenasa. La misma se reduce por una menor
demanda de N por parte de la planta, que reduce su crecimiento, y por una menor
cantidad de fotosintatos que llegan al nodulo (Unkovich, 2012). En un estudio
realizado por Hofer et al., 2017 encontraron que en condiciones de déficit hidrico el
trébol blanco present6 reducciones severas en la proporcién de N que proviene de la

atmosfera, alcanzando valores de 56%.
1.3.2.2 Temperatura

La temperatura es otro factor que afecta marcadamente la sobrevivencia y
persistencia de las distintas cepas de rizobio en suelo, pero su influencia depende del

tipo de cepa y suelo (Sadowsky, 2005).

Las altas temperaturas en suelos afectan el proceso de infeccion de la planta por parte
del rizobio necesario para la formacion de nddulos (Sadowsky, 2005). A su vez, las

temperaturas elevadas aceleran la senescencia de los nodulos afectando su
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persistencia. Este mismo autor, sostiene que las diferentes combinaciones de
leguminosa-rizobio tienen una temperatura éptima de funcionamiento, siendo para
los tréboles 30°C.

A 4°C, si bien existe sobrevivencia de rizobios el crecimiento es escaso a esta
temperatura (Trinick, 1982). Ademas, las bajas temperaturas en el suelo pueden
afectar a la FBN, aunque en menor medida que la absorcion de nitratos (Hatch y
Macduff 1991). Dart y Day (1971) reportaron que la gran mayoria de las
leguminosas utilizadas en el estudio, incluyendo trébol rojo y alfalfa, continuaron
fijando N a 2°C. A su vez, Nesheim y Boller (1991) reportan que, a temperaturas de
7,5°C el %Ndfa y la cantidad de N fijado por planta es menor en comparacion con
temperaturas de 15°C para trébol blanco. Las bajas temperaturas acentlan la
competencia por nitratos y la capacidad de competencia del trébol blanco se ve

limitada por menor crecimiento y acumulacion de N.
1.3.2.3 Propiedades quimicas del suelo

El ambiente del suelo influye enormemente sobre el crecimiento, sobrevivencia y
actividad metabdlica de los microorganismos y de las plantas, afectando su
capacidad de establecer interacciones simbidticas. Una de las principales propiedades
quimicas del suelo que afecta la FBN es el grado de acidez de los suelos. Los suelos
acidos afectan la densidad de rizobios ya que tiene un efecto negativo sobre el
crecimiento y sobrevivencia de los mismos (Brockwell et al., 1991). Relativamente
pocos rizobios son capaces de crecer y sobrevivir a pH por debajo de 4,5-5,0
(Graham et al., 1994). Sin embargo, existen varios trabajos que reportan la
ocurrencia y diversidad de cepas de rizobios con capacidad simbidtica en alfalfa en
suelos acidos de Argentina y Uruguay (Castro-Sowinski et al., 2002). Estos autores
encontraron cepas medianamente tolerantes a la acidez que pueden crecer hasta pH
de 5,5, y cepas tolerantes a la acidez que pueden crecer en pH menores a 5,0. En esta
misma linea Baraibar et al. (1999) reportaron que el 83% de las cepas nativas-
naturalizadas capaces de nodular Lotus spp .en Uruguay son tolerantes a la acidez en

medios de cultivos con pH 4,5.
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Ademas, pH bajos afectan la disponibilidad de macro y micronutrientes en suelos
(Malavolta et al., 1989), entre los cuales se encuentran el Ca y el P necesarios para el
proceso de infeccion y formacion de nuevos nodulos. A su vez, estos niveles de pH
aumentan la solubilidad de metales como Al, Cu y Mn, lo que también puede afectar
la sobrevivencia de rizobios en suelo (Cooper et al., 1983). Adicionalmente, los
bajos pH afectan la morfologia de las raices, inhibiendo la formacion de pelos
radiculares por bajo Ca y alto aluminio e hidrogenos, lo que dificulta el proceso de
infeccion de la planta por parte de la bacteria (Cooper y Scherer, 2012). Por otra
parte, algunas de las sefiales de reconocimiento entre planta-rizobio (inductores
flavonoides nod-gen) son especificos para cada rizobio-leguminosa y su produccion
estd afectada por el pH (Hubac et al., 1994). Por todo lo expuesto anteriormente, el
encalado de suelos &cidos puede tener un efecto positivo no solo sobre el
establecimiento y persistencia de algunas leguminosas, sino sobre el crecimiento de

la pastura y la cantidad de N fijado (Peoples y Baldock, 2001).

La salinidad de los suelos es otro factor que afecta la FBN, ya que la mayoria de las
leguminosas son sensibles al sodio. Un exceso de sodio tiene un efecto directo sobre
el crecimiento de la planta y a su vez impide la interaccion entre la bacteria y la
planta, afectando el proceso de infeccién, el nimero y masa de los nddulos, y

actividad de la nitrogenasa (Anthraper y DuBois, 2003).
1.3.2.4 Nutrientes

En general, la disponibilidad de nutrientes en suelo afecta la FBN de manera directa,
ya que tiene efecto sobre la sobrevivencia y crecimiento de rizobios, y desarrollo de
los nddulos; y de manera indirecta determina el crecimiento y desarrollo de la planta
(O'Hara et al. 1988, Divito y Sadras 2014, Zheng et al. 2019).

Junto al N el P es uno de los principales macronutrientes que limita el crecimiento de
las plantas (Sanz-Saez et al., 2017). Las leguminosas que tienen activa fijacién de N
en comparacion con plantas fertilizadas con N, necesitan méas P ya que el mismo es
requerido para el desarrollo de nodulos y bacteroides (Graham y Vance, 2000).
Almeida et al. (2000) reportan que con deficiencias severas de P en T. repens, se
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inhibe la nodulacion o se detiene el crecimiento del nédulo segln la etapa en la que
se produzca la deficiencia. Cuando existe baja concentracion de P, el agregado de P
tiene un efecto positivo sobre el nimero, masa y tamafio de los nddulos (Bonetti et
al., 1984). Sin embargo, el agregado de P tiene efecto principalmente sobre el N total
en planta y no tanto la proporcién de N proveniente de la atmdsfera (Somado et al.,
2006). En leguminosas la concentracion de P y N en planta estan positivamente

correlacionados (Kuang et al., 2005).

La fijacién de N es un proceso de alto costo energético para la planta por lo que,
frente a la disponibilidad de N mineral en el suelo, la leguminosa disminuye la
utilizacion de N atmosférico. Consecuentemente, existe un mecanismo de regulacion
de la fijacién de N atmosférico en planta, donde la fijacion aumenta a medida que
hay menores niveles de N mineral disponible en suelo (Ledgard et al., 2009). En
etapas tempranas de implantacion, la leguminosa requiere de una cantidad de N
suficiente (entre semilla y suelo) que permita el crecimiento de la planta en las
primeras semanas. Una vez que se forman los nodulos el agregado de fertilizante
nitrogenado o la disponibilidad de N mineral en el suelo afectan negativamente la
actividad de la nitrogenasa y el nimero de nddulos (Scherer y Danzeisen, 1980). La
magnitud en la reduccion de la nodulacion y en la actividad del nddulo depende del
genotipo y fuente de N, siendo més sensible a nitrato que a amonio (Cooper y
Scherer, 2012).

El S afecta el desarrollo y funcionamiento del nddulo, por lo que su agregado cuando
es limitante tiene un efecto positivo sobre el numero de nédulos en raices y peso del
nédulo (Scherer et al., 2006).

Una adecuada disponibilidad de Ca es importante en etapas tempranas de la
nodulacion cuando se produce la infeccion. Una baja concentracion de Ca en esa
etapa afecta la estructura del nddulo, afectando la posterior fijacion de N atmosfeérico.
El agregado de Ca tiene un efecto positivo sobre el nimero de nddulos (Lowther y
Loneragan, 1968) y sobre los compuestos inductores de los genes nod (Richardson et
al., 1988).
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El estatus de K en la planta afecta directamente la FBN, ya que esta involucrado en el
crecimiento del nodulo, formacién del nddulo y actividad del mismo (Duke et al.,
1980); e indirectamente afectando el crecimiento y desarrollo de la leguminosa
(Premaratne y Oertli, 1994). Estos Gltimos autores reportan un aumento en la materia
seca, nUmero y peso de nodulos, y en el N total acumulado en planta a medida que se
aumento el suministro de K. Sin embargo, no encontraron efecto sobre la actividad

de la nitrogenasa a mayor agregado de K.
1.3.2.5 Relaciones estequiométricas

La utilizacion de ratios de concentracion de N/P en biomasa aérea es ampliamente
utilizada como un indicador de la limitante de N o P que pueda estar afectando el
crecimiento de las plantas (Gusewell, 2004). Un elemento limitante es aquel que se
debe agregar para obtener la maxima produccion (Montafiés et al. 1993, Sinclair et
al. 1997). Segun Gusewell (2004) en términos generales es muy probable que exista
respuesta en produccién de biomasa a la fertilizacion nitrogenada cuando la relacion
N/P en planta es menor a 10, y que exista respuesta en produccion de biomasa con
fertilizacion fosfatada cuando esa ratio es mayor a 20. En los rangos intermedios el
efecto que pueda tener la fertilizacion con estos nutrientes en biomasa no siempre se
puede explicar con la ratio N/P. Liebisch et al. (2013) reportan rangos 6ptimos de

ratio N/P de 5,5 a 9,0 para evaluar el estatus nutricional en pasturas.

La concentracion excesiva de un nutriente (K, Mg, Ca o Na) en la solucion de suelo
puede generar antagonismo con el resto, resultando en deficiencias inducidas por
desequilibrios. El K es retenido por la superficie de los coloides del suelo con mayor
fuerza que el Na y los cationes divalentes, por lo tanto, el K se lava en menor medida
que el Na, Mg y Ca (Jakobsen, 1993).

Cuando hay un desbalance entre las proporciones gque existen de cada uno de estos
nutrientes en suelo cambian las ratios Mg/K, Ca/K, Ca/Mg, generando un problema
para las plantas. Segun lo reportado por Loide (2004) las ratios Optimas de Ca/Mg en

suelo en los cuales se obtuvieron las mejores producciones de trebol rojo y raigras
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estan en valores cercanos a 15/1. A su vez, sostiene que las mayores producciones de
trébol rojo se dieron con ratios de K/Mg de 0,7/1 en suelos arcillosos.

Por otro lado, McLean y Carbonell (1972) probaron el efecto de diferentes ratios de
Ca, Mg y K en suelo sobre la produccion de alfalfa y concluyeron que las maximas

producciones se daban con saturaciones de Mg entre 6 y 15%.

1.4. INDICE DE NUTRICION NITROGENADA COMO INDICADOR DE
ESTADO NUTRICIONAL DE LAS PLANTAS

1.4.1 Indice de nutricién nitrogenada para C3

La concentracion de N en gramineas C3 puede relacionarse a la produccion de
biomasa aérea expresada como materia seca de la siguiente manera (Lemaire y
Salette, 1984a y 1984b):

9%N=a (W)"-b

Donde W es la materia seca en toneladas por hectarea y %N es la concentracion de

nitrégeno como porcentaje de la materia seca.

Estos autores con datos de diferentes sitios, afios y cultivares, para tapices sin

restriccion de N proponen coeficientes estables paraay b.
%N= 4,8 (W) ~-0,32

Estos valores ajustados obtenidos para a y b corresponden a condiciones donde la
oferta de N fue suficiente para evitar limitaciones de crecimiento por deficiencia del

mismo, y no fue excesivo como para evitar consumo de lujo.

La generalizacion de estos coeficientes a especies no gramineas como las
leguminosas fue testeada en pasturas de Medicago sativa diferente sitios y periodos
de crecimiento por Lemaire et al. (1985). Los valores de dichos coeficientes son
similares a los obtenidos en gramineas bien fertilizadas y en aquellos casos donde el

crecimiento no estaba limitado por la fijacion de N.
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La curva (Figura 1) obtenida a partir de la ecuacién previamente presentada muestra
que a medida que aumenta la materia seca decrece el %N en planta, indicando que,
con el crecimiento de la pastura, se acumula N a una tasa relativa, progresivamente

mas baja que la de C (Lemaire y Gastal, 1997).

El N critico (%Nc) supone que, a una cierta cantidad de materia seca, una
determinada concentracion de N en planta es necesaria para obtener la maxima tasa
de crecimiento instantanea. Expresado de otra manera, el %Nc puede ser definido
como la concentracion de N minima en planta necesaria para alcanzar la maxima tasa

de crecimiento de la pastura (Ulrich, 1952).

Hay que destacar que a producciones de materia seca muy bajas (iguales o menores a
1,0 tonelada por hectarea) la ecuacion presentada anteriormente arroja valores
irreales para %N, por lo que no puede ser utilizada para fases de implantacion o
rebrote temprano. En estas etapas se puede suponer que el %N Optimo en este

periodo es constante e igual al valor del coeficiente a (Lemaire y Gastal, 1997).

Por lo tanto, el %N critico en planta puede ser estimado en cualquier etapa de

crecimiento con alguna de estas ecuaciones.
%N=a cuando W< 1,0 t/ ha
%N=a (W)"-b cuando W> 1,0 t/ ha

Asumiendo que las ecuaciones presentadas anteriormente describen la disminucion
del %N critico en planta a medida que aumenta la biomasa aérea, un indice de
nutricion nitrogenada (INN) puede ser calculado en cualquier etapa de crecimiento
como la ratio entre el %N en planta actual (%Nact) y el %N critico (%Nc) que debe

tener la pastura con esa produccidn, segun lo propuesto por Lemaire et al. (1989):
INN= Nact/Nc

Un valor de INN mayor o igual a uno indica que esa pastura crece en una situacion
no limitante de N, y menor a uno crece en una situacion de N limitante. Este indice

permite un diagnostico de la existencia, de una deficiencia 0 un exceso de N en la
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pastura al momento de la observacion, y una evaluacion de la intensidad de dicha
deficiencia (Lemaire y Gastal, 1997).
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Figura 1. Diagrama para determinacion del indice de nutricion nitrogenada: INN=
Nact/Nc (Lemaire y Gastal, 1997).

1.4.2 indice de nutricién nitrogenada para C4

De la misma manera que para especies C3, se estudié la relacion entre la
concentracion de N en la planta y la produccién de biomasa aérea para especies C4.
Lemaire y Chartier (1992) proponen la misma curva, pero con diferentes valores de

coeficientes a 'y b.
%N= 3,6 (W) ~-0,34

Donde W es la materia seca en toneladas por hectarea y %N es la concentracion de N

como porcentaje de la materia seca.
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La diferencia entre los valores de los coeficientes para los dos tipos de especies
indica que bajo condiciones de N no limitante, las C4 requieren tan solo el 75% del
N requerido por especies C3 para la misma produccién de materia seca aérea
(Lemaire y Gastal, 1997). Esta diferencia entre los coeficientes refleja las diferencias
en las vias metabolicas para la asimilacion del CO; y las diferencias anatomicas de
las hojas para estas especies (Brown 1985, Field y Mooney 1986). La mayor
concentracion de N en planta en especies C3 comparado con especies C4 a una
misma produccion de materia seca, refleja una mayor concentracion de N en los
tejidos metabdlicos del primero, y una mayor proporcién metabolica en oposicion a
componentes estructurales (Lemaire y Gastal, 1997).

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Obijetivo general

El objetivo general de esta maestria es comprender la variabilidad en la fijacion
bioldgica de nitrogeno de leguminosas forrajeras perennes utilizadas en pasturas
sembradas de Uruguay, identificando sus causas Yy posibles consecuencias

nutricionales.

1.5.2 Obijetivos especificos

a) Cuantificar la variabilidad existente en %Ndfa y kg N fijado/tonelada de MS en
las cuatro principales especies de leguminosas forrajeras perennes utilizadas en
Uruguay en pasturas sembradas: Medicago sativa, Lotus corniculatus, Trifolium

repens, y Trifolium pratense.

b) Determinar si la variabilidad observada en %Ndfa estd asociada a (i) parametros
quimicos del suelo (pH, PMN, P, Ky CIC); (ii) parametros de la planta (%N, %P,

N/P); (iii) factores de manejo (%leguminosas, fertilizacién); y (iv) ecorregiones.

c¢) Analizar si la variabilidad observada en (a) esta asociada al INN de la leguminosa

y de las especies no leguminosas asociadas.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 RELEVAMIENTO: SITIOS, PERIODO Y MUESTREO

Se realiz6 un muestreo de alta intensidad espacial en Uruguay (30°-35° S, 53°-58°0)
entre octubre y noviembre de 2018, que abarco 206 pasturas georreferenciadas en
todo el pais. Incluyo pasturas puras de leguminosa y mezcla leguminosa-graminea
ubicadas en predios comerciales. Se seleccionaron 10-15 predios aleatorios por

departamento y se muestrearon pasturas que tuvieran mas de un afio de implantacion.

A continuacion, se presenta un mapa (Figura 2) con la ubicacion de los sitios

muestreados.

Distribucion de sitios muestreados

® Sitios muestreados

Figura 2. Mapa con sitios muestreados.

En cada pastura se cosechd un marco (marco A) de 20 x 50 cm con leguminosas en
el cual se separaron las leguminosas-objetivo (Trifolium repens, Trifolium pratense,
Lotus corniculatus, Medicago sativa) del resto de las especies (gramineas o
dicotiledoneas). A su vez, se cosechd un segundo marco (marco B) de 20 x 50 cm

sin leguminosas (excepto en pasturas de leguminosas puras) en el cual se separaron
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las gramineas de las dicotiledoneas. En ambos marco, los cortes se realizaron al ras
del suelo. En cada marco se cuantifico: (i) biomasa verde (kg MS/ha), (ii)
concentracion de N total (g N/g MS), (iii) relacion de is6topos estables de nitrégeno
BN/AN (8%N) y carbono C/*C (8*3C) para todas las especies separadas, y (iv)

concentracion de P total en leguminosas (g P /g MS).

Asociado a cada marco A se obtuvo una muestra de suelo de profundidad 0-3 cm en
la que se determind pH, y otra de profundidad 0-15 cm en la que se determinaron 12
pardmetros quimicos de suelo: (i) pH, (ii) P disponible (citrico), mg/kg, (iii) K
intercambiable, meq /100g suelo, (iv) magnesio intercambiable (Mg), meq/100g
suelo, (v) calcio intercambiable (Ca), meq/100g suelo, (vi) sodio intercambiable
(Na), meg/100g suelo, (vii) acidez titulable (Ac.tit), meqg/100g suelo, (viii) bases
totales (BT), meq/100g suelo, (ix) porcentaje de saturacién de bases (%SB), (x)
capacidad de intercambio cationico a pH 7 (CIC), meqg/100g suelo, (xi) carbono
organico (C.org), g C.org/g suelo, y (xii) potencial de mineralizacién de nitrégeno
(PMN), mg/kg. Las muestras se obtuvieron con un calador de suelo de 40 mm de

didmetro y con control de profundidad.

A partir de estas variables medidas en suelo se estimaron las relaciones entre las
siguientes bases: magnesio-potasio (Mg/k), calcio-potasio (Ca/k), calcio-magnesio
(Ca/Mg), y calcio-magnesio-potasio (Ca + Mg/K). A partir de la concentracién de
cada una de las bases de suelo y la CIC a pH 7 se calcul6 la saturacion de calcio (%
Sat Ca), de sodio (% Sat Na), de potasio (% Sat K), de magnesio (% Sat Mg), y de
aluminio (% Sat Al). Ademas, se determind un indice de fosforo (IP) e indice de
potasio (IK) en suelo de la siguiente manera:

indice de fésforo (IP)= P citrico en suelo/ P critico de la especie leguminosa

Donde P citrico en suelo es el nivel de P citrico de ese suelo en mg/kg; y P critico de
la especie leguminosa es el nivel de P citrico en suelo expresado en mg/kg al cual no
hay mas respuesta vegetal por parte de la planta en términos produccién de biomasa

aérea.

indice de potasio (IK)= K disponible en suelo/ K critico
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Donde K disponible en suelo es el nivel de K expresado en meq/100g de suelo; y K
critico es el nivel de K en suelo expresado en meg/100g al cual no hay més respuesta

vegetal por parte de la planta en términos produccion de biomasa aérea.

A partir de las variables medidas en planta se estim6 el indice de nutricion
nitrogenada (INN) para las especies C3 y C4 (ver seccion 1.4.1, y 1.4.2), la relacion
nitrégeno-fosforo (N/P) para las leguminosas, y el porcentaje de leguminosa en la

mezcla de la siguiente forma:
%Ileguminosa= (g MS leguminosa/g MS total)*100

Donde g MS leguminosa son los gramos de materia seca de la leguminosa en el
marco y g MS total son los gramos de materia seca total en el marco.

A su vez, en los predios que se contaba con datos se recab6 informacion del manejo
de fertilizacion, de manera de saber la cantidad de N (kg N) y la cantidad de P (kg P)
aplicados desde la siembra hasta la fecha del muestreo. Adicionalmente se registro

edad de la pastura.

Por altimo, se estimaron precipitaciones (PP15) y temperatura (Templ5) a nivel del
suelo en los 15 dias previos al muestreo a partir del satélite Giovanni de la NASA

(https://giovanni.gsfc.nasa.gov/giovanni/). Ademas, se estimd el porcentaje de arcilla

(% Arcilla) en el horizonte A de cada sitio a partir del tipo de suelo, utilizando

CONEAT vy la carta de reconocimientos de suelo del Uruguay.

Para analizar las posibles causas de la variabilidad encontrada en %Ndfa se utilizaron
36 factores potencialmente explicativos relacionados a suelo, planta, manejo de la
pastura y ambientales. De los cuales 6 fueron factores relacionados a planta (%P,
%N, N/P, d13C, INN, materia seca), 2 a manejo de pastura (EDAD, % leguminosa),
2 ambientales (PP15, Temp 15), y 26 a suelos (P, PMN, CIC, Bases totales, K, Mg,
Na, Ca, Al, Ac. titulable, %Sat Al, %Sat K, %Sat Na, %Sat Ca, % Sat Al, %Sat
Bases, Ca/K, Mg/K, Ca/Mg, Ca+Mg/K, %Arcilla, pH 0-15, pH 0-3, C.org, indice de
P, indice de K).
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Cabe destacar que no se pudieron utilizar como variables explicativas los dos
factores de manejo vinculados a la fertilizacién (kg N y kg P aplicados) por

incertidumbre en el dato proporcionado por el productor.

2.2 ESTIMACION DEL N DERIVADO DE LA FIJACION SIMBIOTICA
POR METODO DE LA ABUNDANCIA NATURAL DE N

La fraccion de N derivada de la fijacion simbiotica (% Ndfa) se estimd de la

siguiente forma:
%Ndfa = [(8"°N referencia - 5°N leguminosa) / (5°N referencia - B)] x 100

Donde &N es el enriquecimiento en N expresado en %o en relacion con el N
atmosférico (0,3663%); 8™N referencia es el 8*°N de la planta no fijadora teniendo al
N del suelo como tnica fuente nitrogenada; 8*°N leguminosa es el 5'°N de la especie

leguminosa; B es el §°N de la leguminosa teniendo al N, como Gnica fuente de N.

Se tomé la graminea del marco A como valor de referencia o la dicotileddnea de este
mismo marco en aquellos casos donde no habia presencia de la primera. Esto se
justifica ya que hubo un alto grado de correlacién entre las dos especies como se
muestra en la figura 1 de anexos. Cuando no existieron gramineas o dicotiledoneas
en el marco A, se utilizd la graminea del marco B, ya que hubo cierta correlacién
entre graminea marco A y graminea marco B como se muestra en figura 2 anexos.
Por Gltimo, se utilizé el valor B promedio de tabla por especie segun lo reportado por
Unkovich et al. (2008). Para lotus se utilizé el mismo valor que trébol blanco
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Valor B utilizado en método de abundancia °N por especie de

leguminosa.

B, "N de la leguminosa teniendo al N, como Gnica fuente de N.
Especie B
Alfalfa -0,90
Lotus -1,48
Trébol blanco -1,48
Trébol rojo -0,94

Fuente: en base a Unkovich et al. (2008).
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Se descartaron 38 de 357 muestreas de leguminosas (10,6%) donde el 8*°N de la
especie referencia era menor a 2%o , ya que el método tiene poca precision e induce a
errores en la estimacion del %Ndfa cuando la magnitud del valor de la referencia es
menor a 2% (Unkovich et al.,1994). En figura 3 y 4 de anexos se muestras *°N de la
leguminosa y de la especie de referencia utilizada para las 357 leguminosas
originales y las 319 leguminosas finalmente utilizadas en el estudio respectivamente.

Finalmente se estimo los kg N fijado/t MS de leguminosa de la siguiente manera:
Kg N fijado/t MS= (%N/100)*(%Ndfa/100)*1000

Donde %N es la concentracion de nitrégeno en planta expresado como porcentaje y
%Ndfa es la proporcion de N que proviene de fijacion en la leguminosa.

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un primer analisis exploratorio de los datos calculando los estimadores
estadisticos descriptivos. Posteriormente, se estudio la correlacion entre las variables
dependientes (%Ndfa y kg N fijados/t MS) y las distintas variables independientes
tomadas individualmente (e.g. P, K, pH) con regresiones lineales simples. A su vez,
se realizaron analisis con regresiones maultiples para la variable %Ndfa. En una
primera instancia se realizd regresiones mdltiples para las cuatro especies de
leguminosa con cinco factores (pH, PMN, %leguminosa, % N, y N/P).
Adicionalmente se probaron estas variables con sus términos cuadraticos y la
interaccidn entre estas variables. En esta instancia se seleccionaron las regresiones
con mayor R?, las cuales se denominaron modelo basico. En una segunda etapa se le
agregd a la regresion del modelo béasico dos factores més: indice de P y K. Se
probaron también los términos cuadraticos de estas variables. A estas regresiones se
le denomind modelo basico P+K. En todos los casos se consideraron las variables
estadisticamente significativas con P < 0,10. Tercero, se incluyeron 36 variables
explicativas vinculadas a factores ambientales, de manejo, suelo y pastura, y se
utilizd el método stepwise en R studio para seleccionar las variables que logren
explicar la mayor proporcion de la variabilidad en el %Ndfa. A estas regresiones se

le denomin6 modelo completo. Finalmente, se estudio la heterogeneidad espacial con
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regresiones ponderadas geograficamente (GWR), y la autocorrelacion espacial de
%Ndfa mediante un test de Moran I.
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3. RESULTADOS
3.1 VARIABILIDAD DE LA FIJACION BIOLOGICA

3.1.1 Porcentaje de nitrégeno derivado del aire

La media general de %Ndfa para todas las leguminosas fue de 76% con un desvio
estandar de 19%, siendo para alfalfa, lotus, trébol blanco y trébol rojo de 63 £ 16; 76
+20; 75+ 19 y 84 + 13% respectivamente. Se observé diferente variacion en %Ndfa
segun la especie (Figura 3). Lotus, trébol blanco y rojo alcanzaron valores del 100%
de %Ndfa correspondientes al cuartil 25% superior. Sin embargo, en el cuartil 25%
inferior trébol rojo presentd la menor dispersion alcanzando valores minimos de
60%, mientras que lotus y trébol blanco presentaron valores incluso por debajo de
40%. Para trébol rojo los valores contenidos entre el percentil 25 y 75, donde se
concentra el 50% de los datos, se ubicaron por encima del resto de las especies y con
menor dispersion. Por otro lado, en el cuaril 25% superior de la alfalfa se observé
una menor dispersion de valores, pero con maximos gque no superaron el 90%. A su
vez, presentdé el mayor rango intercuartilico (IQR), la menor mediana, y valores
minimos en el percentil 25% inferior similares a trébol blanco y lotus. Los IQR
fueron de 24, 21, 20 y 17% para alfalfa, lotus, trébol blanco y trébol rojo

respectivamente.
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Figura 3. Variabilidad en el porcentaje de N que proviene del aire (%Ndfa).

3.1.2 Kilogramos de N por tonelada de materia seca aérea

La media general de kg N fijado/t MS para todas las leguminosas fue de 27 kg con
un desvio estandar de 8 kg, siendo para alfalfa, lotus, trébol blanco y trébol rojo de
22 £ 8; 27 £8; 26 £ 7y 28 + 7 kg respectivamente. La variabilidad de los kg de N
fijado/t MS fue diferente segun la especie, aunque menos marcada (Figura 4). El
trébol rojo tanto para el cuartil 25% superior como para el cuartil 25% inferior
alcanzo los valores méas altos en comparacion con el resto de las especies con una
menor dispersion de los datos. Para alfalfa, lotus y trébol blanco la dispersion entre
los valores maximos y minimos de esta variable fue similar, pero se diferencian en la
magnitud y dispersion de los datos que se encuentran entre el percentil 25 y 75.
Alfalfa presentd la menor mediana y mayor dispersion entre estos percentiles (mayor
IQR), mientras que lotus y trébol blanco presentaron similar mediana, pero esta

ultima especie menor dispersion entre percentiles 25y 75.
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Figura 4. Variabilidad en los kilogramos de N fijado por tonelada materia seca (kg N
fijado/t MS).

3.1.3 Relacion entre kg N fijado/t MS v %Ndfa

La variable kg N fijados/t MS est4d compuesta por %N en planta y el %Ndfa. En la
Figura 5 se muestra la relacién entre kg N fijados/t MS y %Ndfa en planta. El R?
entre estas dos variables fue de 0,47, 0,56, 0,63 y 0,18 para alfalfa, lotus, trébol

blanco y rojo respectivamente.
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Figura 5: Kg N fijado/t MS por especie segun %Ndfa.
3.2 POSIBLES CAUSAS DE LA VARIABILIDAD EN FBN

Para identificar los principales factores que afectan el %Ndfa se utilizaron las
regresiones maltiples. En una primera instancia se incluyeron 5 variables vinculados
a factores ampliamente reportados en la bibliografia con efecto sobre el %Ndfa.
Dentro de estos factores se incluyeron: competencia (%leguminosa), acidez del suelo
(pH), disponibilidad de N (PMN), y relacion N-P en planta (N/P). Posteriormente,
estas mismas variables se probaron con sus términos cuadraticos, y se seleccionaron
aquellas que mejoraban el coeficiente determinacion y tenian sentido biolégico.
También se testearon posibles interacciones entre variables. Al resultado de este

analisis se le denomind modelo bésico.

En una segunda instancia se le incluyo a la regresion del modelo basico dos variables
vinculadas a la disponibilidad de los principales macronutrientes en suelo: indice P e
indice K. Luego se testearon sus términos cuadraticos, y finalmente no se incluyeron.
Al resultado de estas regresiones se le llamé modelo basico P+K. Ademas, se utiliza
el método de stepwise con 36 variables vinculadas a suelo, planta, manejo y

ambiente para testear que proporcion maxima de la variabilidad encontrada en
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%Ndfa puede ser explicado por este modelo. A estas regresiones se le llamé modelo
completo. Finalmente, dichas regresiones se compararon con regresiones
geograficamente ponderadas para testear heterogeneidad espacial y autocorrelacion
de %Ndfa.

En el cuadro 2 se presentan la magnitud y el sentido del efecto que cinco factores
relacionados a suelo y planta tuvieron en regresiones multiples sobre %Ndfa (modelo
bésico). Tanto % leguminosas, %N en planta como PMN tuvieron un efecto negativo
sobre %Ndfa, siendo estadisticamente significativa para todas las especies
exceptuando PMN para alfalfa. No se encontrd interaccion con significancia
estadistica entre PMN-%leguminosa para ninguna de las cuatro especies estudiadas,
y la Unica especie que presentd una significancia estadistica para %N-%leguminosa
fue alfalfa. En el cuadro 3 se presentan los valores promedios, minimos y maximos
para las cinco variables utilizadas en el modelo bésico de las cuatro especies de

leguminosas incluidas en este estudio.

En las figuras 6, 7 y 8 se presenta de forma gréafica el efecto de % leguminosas, % N
planta y PMN sobre el %Ndfa para las distintas especies. Para lograr visualizar estos
efectos se utilizaron las regresiones del modelo basico para cada una de las especies,
dejando un valor constante e igual a la media en cada variable independiente de la
regresion, y tnicamente modificando el valor de una de las variables independientes
a la vez; utilizando el rango de valores para esa variable que se encontr6 en el
muestreo; y obteniendo asi la forma de respuesta en términos de %Ndfa. En los
graficos de las variables %leguminosa y %N se divide alfalfa en alta y baja
concentracion de N en planta de manera de poder visualizar la interaccion
%Ileguminosa-%N. Lotus y trébol rojo presentaron similar sensibilidad al incremento
del % de leguminosa (Figura 6) en términos de %Ndfa, al incrementar el primero
disminuye el %Ndfa de manera lineal y con similar pendiente. Esta respuesta es
similar para trébol blanco, pero con menor pendiente. Por otro lado, lotus y trébol
blanco tienen una mayor disminucion en el %Ndfa por unidad de incremento del

PMN en suelo y del %N en planta que trébol rojo (Figura 7 y 8).
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Cuadro 2. Modelo bésico: magnitud y sentido del efecto de cinco factores
relacionados a suelo y planta en regresiones multiples sobre %Ndfa.

Factor Alfalfa Trébol rojo Trébol blanco Lotus
Coeficiente  Signo Coeficiente  Signo  Coeficiente  Signo  Coeficiente Signo

Leguminosa (%) 0,89 ) 0,22 ) 0,14 ) 0,18 “)
N (%) 25,9 ) 7,66 ) 11,05 ) 9,03 “)
PMN (ppm) 0,05 ) 0,13 ) 0,16 “)
pH (0-15) y pH? 58,0-43 (+)(-) 416 +)
N:Py N:P? 6,4-020 (+)(-) 70027 () 9843 (V)
N*Leguminosa 0,27 (+) . . . . .
R’ 0,23 0,42 0,34 0,44

*En negro factores estadisticamente significativos (p<0,1), en azul factores con tendencia (0,1> p
<0,2) y en gris factores no significativos (p > 0,2).

Cuadro 3. Valor promedio, minimos y maximos de las variables utilizadas en el
modelo basico para las cuatro leguminosas en este estudio.

Factor Alfalfa Trébol rojo Trébol blanco Lotus
Leguminosa (%) 82 (14-100) 47 (2-100) 51 (2-100) 55 (2-100)
N (%) 3,6 (1,7-5,7) 3,4 (2,1-5,5) 3,5(2,2-5,2) 3,7 (1,9-6,6)
PMN (ppm) 65 (28-135) 68 (14-185) 68 (16-189) 73 (23-186)
pH (0-15) 6,1 (5,1-8,0) 5,7 (4,9-8,5) 5,7 (4,9-8,5) 5,8 (4,9-7,5)
N:P 14 (8-25) 16 (7-29) 15 (8-30) 15 (8-20)

% Ndfa por especie segin % leguminosas
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Figura 6. Porcentaje de N que proviene del aire (%Ndfa) por especie segun
porcentaje de leguminosas (%leguminosas) en la mezcla. Linea entera
estadisticamente significativa o con tendencia (p<0,2), linea punteada
estadisticamente no significativa (p > 0,2).
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Figura 7. Porcentaje de N que proviene del aire (%oNdfa) por especie segun potencial
de mineralizacion en los primeros 15 cm de suelo. Linea entera estadisticamente
significativa o con tendencia (p<0,2), linea punteada estadisticamente no
significativa (p > 0,2).

Para el factor N/P existio una respuesta no lineal para %Ndfa (Figura 9) en el caso de
alfalfa y trébol blanco, en la cual aumentos en las relaciones de N/P por encima de 16
resultan en decrecimientos graduales del %Ndfa. Para las distintas relaciones de N/P
la alfalfa presenta menores valores de %Ndfa que trébol blanco. Incluir el factor N/P
elevado al cuadrado en el modelo permite mejorar el R? de la regresion de 0,14 a
0,23 y de 0,25 a 0,34 en alfalfa y trébol blanco respectivamente. Por otro lado, trébol
rojo también presentd una asociacion no lineal entre N/P y %Ndfa, donde los
minimos se encuentran entre los rangos de ratios N/P 12-14. Incluir el factor N/P
elevado al cuadrado en el modelo permite mejorar el R? de la regresién de 0,38 a
0,42 en trébol rojo. Lotus presentd una relacion lineal con efecto de sentido directo
entre N/P y %Ndfa.
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% Ndfa por especie segun % N en planta
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Figura 8. Porcentaje de N que proviene del aire (%Ndfa) por especie segun
porcentaje de nitrégeno en planta (%N). Linea entera estadisticamente significativa o
con tendencia (p<0,2), linea punteada estadisticamente no significativa (p > 0,2).
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Figura 9.Porcentaje de N que proviene del aire (%Ndfa) por especie segun relacion
nitrégeno-fosforo en planta (N/P). Linea entera estadisticamente significativa o con
tendencia (p<0,2), linea punteada estadisticamente no significativa (p > 0,2).
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Para el factor pH existio una respuesta cuadratica para %Ndfa (Figura 10) en el caso
de trébol blanco, en la cual el incremento de respuesta obtenida por unidad de
incremento de pH disminuye a medida que %Ndfa se acerca a su maximo, aumentos
posteriores de pH resultan en decrecimientos graduales del %Ndfa. Dichos maximos
se alcanzaron con pH de 6,5. Incluir el factor pH elevado al cuadrado en el modelo
permite mejorar el R? de la regresion de 0,30 a 0,34 en trébol blanco. Por otro lado,
lotus y trébol rojo presentaron una asociacion lineal positiva entre pH y %Ndfa, y
alfalfa mostré6 una curva donde no hay respuesta en %Ndfa a medida que hay
incrementos de pH hasta un valor de 6,2 después del cual hay decrecimientos

graduales de %Ndfa.

%Ndfa por especie segun pH en suelo 0-15 cm
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Figura 10. Porcentaje de N que proviene del aire (%Ndfa) por especie segun pH en
los primeros 15cm de suelo. Linea entera estadisticamente significativa o con
tendencia (p<0,2), linea punteada estadisticamente no significativa (p > 0,2).

Cuando se le agregd al modelo dos factores (modelo basico P+K) vinculados a la
disponibilidad de P y K, reportados en la bibliografia como los principales nutrientes
(exceptuando N) que tienen efecto sobre la fijacion biologica, lograron incrementos
de 0,01 a 0,19 en los coeficientes de determinacién segun la especie (ver cuadro 4).

El indice P en suelo tuvo un efecto positivo sobre %Ndfa para alfalfa y trébol blanco,
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pero no significativa para la Gltima especie. Para trébol rojo y lotus esta misma
variable tuvo un efecto negativo sobre %Ndfa con significancia estadistica en ambas
especies. El indice de K suelo present6 un efecto negativo sobre %Ndfa para alfalfa y
trébol blanco, con significancia y tendencia estadistica respectivamente. Para lotus y
trébol rojo esta variable tuvo un efecto positivo sobre %Ndfa, pero sin significancia
estadistica en la Ultima especie. Cabe destacar que en las cuatro especies el indice de
Py el indice de K tienen signos opuestos. Los indices elevados al cuadrado si bien
lograron incrementar el coeficiente de determinacion de la regresion, con esto no fue
posible inferir una explicacién biolégica (no se presentan resultados).

Cuadro 4. Modelo béasico P+K: magnitud y sentido del efecto de siete factores
relacionados a suelo y planta en regresiones multiples sobre %Ndfa.

Factor Alfalfa Trébol rojo Trébol blanco Lotus
Coeficiente Signo Coeficiente Signo Coeficiente  Signo  Coeficiente Signo
Leguminosa (%) 1,23 ) 0,20 ) 0,16 ) 0,19 )
N (%) 6,9 ) 11,0 ) 8,3 )
PMN (ppm) 0,06 ) 0,11 ) 0,18 )
pH (0-15) y pH? 69,7-52  (+)(-)
N:Py N:P? 82-02 (H)(-) 9503 () 9703 (H)()
indice P suelo 0,68 +) 0,57 ) 2,7 ()
indice K suelo 14,32 ) 9,8 +)
N*Leguminosa 0,35 (+) . . . . . .
R’ 0,42 0,50 0,35 0,48

*En negro factores estadisticamente significativos (p<0,1), en azul factores con tendencia (0,1> p
<0,2) y en gris factores no significativos (p > 0,2).

Por ultimo cuando se agregd a los siete factores de la regresion 29 factores
adicionales, estos 36 factores (modelo completo) vinculados a caracteristicas
quimicas de suelo, de planta, a factores de manejo y ambientales lograron
incrementos de 0,0 a 0,62 en los coeficientes de determinacion segun la especie (ver
cuadro 5). Se mantuvieron PMN, %N en planta y % leguminosa como variables
explicativas con efecto negativo sobre %Ndfa en lotus, trébol blanco y rojo. En
alfalfa, de estas tres variables solamente fue significativa %leguminosa con efecto
negativo sobre %Ndfa y la interaccién %N-%leguminosa con efecto positivo sobre
%Ndfa. La relacion N/P en planta se mantuvo solamente en trébol rojo. En alfalfa,
lotus y trébol blanco fue sustituido por otros factores vinculados a la disponibilidad
de NP como %N en planta, indice P o P citrico en suelo. En cuanto al pH, aparecio

como significativo para trébol rojo en los primeros 3 cm de suelo, en lotus en la
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porcién de 3 a 15 cm de suelo, y en alfalfa solamente el término cuadratico de pH 0O-
15 como factor vinculado a la acidez del suelo. En alfalfa se incorporaron como
significativos factores relacionados a disponibilidad de bases o la relacion entre las
mismas. Las variables ambientales fueron Gnicamente significativas en alfalfa, y las

de textura de suelo significativas para alfalfa y lotus.

Cuando se utilizaron regresiones geograficamente ponderadas (GWR) las mismas
tuvieron el mismo R? ajustado que las regresiones del modelo completo, es decir
existe poca heterogeneidad espacial por lo que no se justifica la utilizacion de GWR.
Ademas no hubo autocorrelacion (I de Moran p-valor> 0,05) para la variable %Ndfa,

se distribuye de manera aleatoria entres las entidades del area de estudio.
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Cuadro 5. Modelo completo: sentido del efecto de cada factor sobre %Ndfa para
leguminosas: alfalfa (n=38), lotus (n=100), trébol blanco (n=111) y trébol rojo
(n=43).

Ndfa, Nitrégeno derivado del aire; N, nitrégeno; P, fosforo; PMN, potencial de mineralizacion del
nitrogeno; K, potasio; Ca, calcio; Na, sodio; Mg, magnesio; INN, indice nutricién nitrogenada; MS,
materia seca; C.org, carbono organico; PP15, precipitaciones 15 dias previo al muestreo; Temp 15,
temperatura media al ras del suelo15 previo al muestreo.

Factor Alfalfa Lotus Trébol blanco Trébol rojo
Manejo

Leguminosa (%) O] ) O] )
MS (ton) (+)

C.org (%) )

Disponibilidad NP

PMN (ppm) () ) ()
N/P )
N/P? (+)
P Citrico (ppm) ) )
N (%) () () ()
Indice P (+)

N*Leguminosa (+)

Acidez

pH 03 )
pH2 015 (+)

pH 315 (+)

Nutrientes

Indice de K (+)

Mg/K )

Ca+Mg/k (+)

Saturacion Ca (%) )

Saturacion Al (%) )
Saturacion K (%) )

Saturacién Mg (%) )
Saturacion Na (%) (+)

K (meq /100 g) (+)

Ambientales

PP15 (+)

Temp 15 O]

Arcilla (+) )

R? 0,85 0,51 0,22 0,57

A partir de las ecuaciones basicas y basicas P+K presentadas en los cuadros 2 y 4, se
calcularon los valores predichos de %Ndfa. Posteriormente se compararon estos
valores con los valores de %Ndfa observados reales (Figura 11 y 12), y se estimo el
error medio absoluto (EMA) para cada modelo.
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Figura 11. Dispersion de valores de %Ndfa observados en funcion de los predichos
por el modelo basico para alfalfa (A) y lotus (C). Dispersion de valores de %Ndfa
observados en funcion de los predichos por el modelo basico P + K para alfalfa (B) y
lotus (D). Linea punteada 1:1.
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A- %Ndfa observado vs %Ndfa
predicho modelo basico

B- %Ndfa observado vs %Ndfa
predicho modelo basico P+K
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Figura 12. Dispersion de valores de %Ndfa observados en funcion de los predichos
por el modelo béasico para trébol blanco (A) y trébol rojo (C). Dispersion de valores
de %Ndfa observados en funcién de los predichos por el modelo basico P + K para
trébol blanco (B) y trébol rojo (D). Linea punteada 1:1.

39



En lotus y trébol blanco, tanto para el modelo basico como para el modelo bésico
P+K, existieron casos donde los valores predichos de %Ndfa superan por mas de 30
puntos porcentuales el valor observado. Como se mencioné anteriormente, no fue
posible utilizar como variable explicativa los kg N fertilizados por incertidumbre en
el dato recabado, pero si fue posible separar pasturas con uso frecuente de urea de
aquellas sin fertilizacion nitrogenada. En la cuadro 6 se presenta los valores del EMA
cuando se utiliza el modelo basico en pasturas con y sin aplicaciones de urea.
Ademas se presenta el %Ndfa, el 5°N de la especie referencia y de la leguminosa
para los grupos con y sin urea. En lotus y trébol blanco aumenta el EMA y disminuye
el %Ndfa cuando hay aplicaciones de urea.

Cuadro 6. %Ndfa, 5'°N de la especie referencia y leguminosa, y error medio absoluto

del modelo basico cuando se dividen los datos segun recibieron o no aplicaciones de
urea.

Alfalfa  Lotus Trébol Trébol rojo  Leguminosas
blanco
UREA

EMA 12 10 9 7 10
n 30 73 78 31 212

NO %Ndfa 64 78 77 82 76
015N referencia 3,5 4,0 4.4 4.4 42

615N leguminosa 0,8 -0,2 -0,1 0 0

EMA 11 14 18 8 14

n 8 27 32 12 80

Si %Ndfa 62 68 68 84 70
015N referencia 4,0 4,2 4,3 3,6 41
015N leguminosa 1,1 0,4 0,4 -0,2 0,4

*EMA: Error medio absoluto. n: NUmero de muestras. %oNdfa: porcentaje de nitrégeno derivado
del aire. 6N referencia: Delta >N especie de referencia. 6'°N leguminosa: Delta N
leguminosa.

Finalmente cuando se compararon las especies leguminosas dentro del mismo marco
(Figura 13), bajo las mismas condiciones de suelo, algunas presentaron diferente
%Ndfa frente a su competidora. El trébol blanco fue capaz de utilizar un igual o
mayor %Ndfa que alfalfa en mas del 90% de los casos cuando estuvieron bajo las
mismas condiciones de crecimiento. A su vez trébol blanco obtuvo valores
superiores de %Ndfa que lotus solamente en aquellos casos que este Gltimo no
alcanzaba el 50% de N derivado del aire. En cambio el trébol blanco en mezclas con

trébol rojo fue superado o igualado en %Ndfa en el 78% de los casos. A su vez,
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trébol rojo logré %Ndfa iguales o superiores en mas del 85% de los casos cuando se
lo compar6 con lotus. Para la combinacién de especies trébol rojo-alfalfa se

relevaron solo cuatro casos, en los cuales el trébol rojo alcanzé valores de %Ndfa
similares o superiores a la otra especie.
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Figura 13. A. Porcentaje de N que proviene del aire (%Ndfa) de trébol blanco segun
%Ndfa de alfalfa cuando se encuentran en mezcla. B. %Ndfa de trébol blanco segin
%Ndfa de lotus cuando se encuentran en mezcla. C. %Ndfa de trébol blanco segun
%Ndfa de trébol rojo cuando se encuentran en mezcla. D. %Ndfa de lotus segln
%Ndfa de trébol rojo cuando se encuentran en mezcla. E. %Ndfa de trébol rojo
segun %Ndfa de alfalfa cuando se encuentran en mezcla.

3.3 CONSECUENCIAS DE LA VIARIABILIDAD DE LA FBN SOBRE
NUTRICION NITROGENADA DE LA PLANTA

En el cuadro 7 se presenta el INN promedio y el desvio estandar de las leguminosas

Yy Su especie acompafiante no leguminosa.

Cuadro 7. Indice de nutricién nitrogenada y su desvio estandar por especie y total.

INN leg INN aco
Leguminosa Promedio SD Promedio SD
Alfalfa 1,05 +0,24 0,78 +0,18
Lotus 0,97 +0,24 0,54 +0,18
Trébol blanco 0,92 +0,20 0,61 0,22
Trébol rojo 0,93 +0,21 0,66 +0,19
Total 0,93 +0,22 0,61 +0,21

*INN leg: indice de nutricidn nitrogenada leguminosa. INN aco: indice de nutricion nitrogenada
especie acompafiante. SD: Desvio estandar.

A niveles de %Ndfa menores a 40% todas las especies presentaron INN por arriba a
0,8, y cuando superd el 40% vari6 entre 0,34 y 1,72 (Figura 14). De igual manera, en
niveles menores a 10 kg N fijados/t MS todas las especies presentaron INN igual o
mayor a 0,8, y cuando super0 este valor se registraron las mayores variaciones, entre
0,34y 1,72 (Figura 15).
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Figura 15. indice de nutricion nitrogenada por especie segin kilogramos de N por
tonelada de materia seca.

El promedio general de INN para todas las especies no leguminosas acompariantes

fue de 0,61, registrandose un maximo de 1,43 y un minimo de 0,21. En promedio las

44



especies acompafiantes estan un 37% por debajo al promedio de leguminosas en
términos de nutricion nitrogenada. EI INN minimo y maximo para las especies no
leguminosas acompafiantes de alfalfa, lotus, trébol blanco y rojo, fue de 0,43-1,26,
0,23-1,05, 0,25-1,43 y 0,21-1,05 respectivamente.
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Figura 16.indice de nutricion nitrogenada de especies acompafiantes segin %Ndfa de
las distintas leguminosas.
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Figura 17.Indice de nutricion nitrogenada de especies acompafiantes segin kg N
fijado por tonelada de materia seca de las distintas leguminosas.
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4. DISCUSION

4.1 VALORES GLOBALES DE %Ndfa y kg N fijados/t MS

Este estudio, que abarca una extension geografica importante, permitié cuantificar
por primera vez la variabilidad existente en la FBN para las cuatro principales
leguminosas forrajeras utilizadas en el Uruguay. Para la variable %Ndfa se
encontraron variaciones a nivel de predio comercial de diferente magnitud segun la
especie, siendo aproximadamente entre 60 y 100% para trébol rojo, entre 30 y 100%
para lotus y trébol blanco, y entre 25 y 90% para alfalfa. Estos datos suman a la
realmente escasa informacion regional sobre la FBN en pasturas sembradas en

predios comerciales.

En parcelas experimentales, Mallarino et al. (1990a) reportaron valores promedios de
%Ndfa de 82 y 95% en invierno y primavera respectivamente para ensayos en la
EEMAC (Paysandu), sin encontrar diferencias claras entre especies en esas
estaciones de crecimiento. Asimismo, Garcia et al. (1994) reportan en series técnicas
del INIA valores de %Ndfa cercanos al 90% en invierno y primavera para alfalfa,
lotus, trébol blanco y trébol rojo en experimentos parcelarios en INIA Estanzuela
(Colonia). Esta menor variacion y mayor valor promedio de %Ndfa entre
experimentos parcelarios (donde el corte se realiz6 mecanicamente) y los valores
promedios de %Ndfa del presente estudio (que provienen de un gran numero de
pasturas con manejos heterogéneos y donde la cosecha es animal) son esperables por
el efecto del N en la excreta de los animales que es devuelto al sistema. Este Gltimo

punto es tratado con mayor profundidad mas adelante en la discusion.

En los Unicos otros tres trabajos donde se realizaron censos con una escala similar al
presente estudio, se encontraron amplias variaciones en el %Ndfa semejantes o
incluso mayores a las reportadas en este estudio. Racca y Gonzalez (2007) reportaron
en series técnicas del INTA valores de %Ndfa que varian entre 29 y 79%, con una
media de 53% para alfalfas puras durante 4 afios en 5 localidades de la region
pampeana en Argentina. Esta zona tiene suelos similares a los del suroeste de

Uruguay, donde se concentrd la mayoria de los muestreos de alfalfa realizados en el
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presente estudio, y si bien los mismos estaban en mezcla con gramineas, en el 75%
de las muestras tomadas la proporcion de leguminosas superaba el 80% (ver anexo
figura A7). Riffkin et al. (1999) reportaron en el sur de Australia variaciones de 0 a
100% y de 0 a 95% para trébol blanco en suelos de textura liviana y media
respectivamente, con medias de 67 y 60% en ese mismo orden. En tanto, Peoples et
al. (1998) reportaron también en Australia un promedio de 67% en el %Ndfa para
alfalfa, donde maés del 60% de las muestras presentaron un %Ndfa superior a 65%.
En general, la variabilidad encontrada en el presente estudio fue similar o incluso

menor que lo reportado por la bibliografia internacional.

Para la variable kg de N fijado/t MS existié también variabilidad aunque con menor
diferencia entre las especies, siendo la alfalfa la especie con menor promedio (22 kg
N fijado /t MS) y el trébol rojo la especie con el mayor valor (28 kg N fijado/t MS).
A nivel nacional es realmente escasa, practicamente inexistente, la literatura que
cuantifica esta variable para leguminosas forrajeras en pasturas sembradas
comerciales que abarguen una extensa zona geografica del Uruguay. Garcia et al.
(1994) reportaron en una serie técnica del INIA a nivel de parcelas experimentales
valores promedios de 32, 27, 31 y 35 kg N fijado/ t MS para alfalfa, lotus, trébol
blanco y rojo respectivamente. Debido al mayor valor promedio y menor variacion
en el %Ndfa en el trabajo de Garcia et al. (1994) en comparacion con el presente

estudio, es l6gico mayores valores promedio también en kg N fijado/t MS.

Por otra parte, en trabajos en Australia, similares al realizado en esta tesis, Riffkin et
al. (1999) reportaron valores inferiores al presente estudio de 8,2 (entre 1,1y 21,8) y
7,3 (entre 0 y 13,1) kg N fijado/t MS para trébol blanco en suelos de textura liviana y
media respectivamente. Estos valores pueden atribuirse a una mayor variacion y
menor valor promedio del %Ndfa. A su vez, Peoples y Baldock (2001) sostienen que
las leguminosas perennes en este mismo pais aportan entre 20 y 25 kg de N fijado/t
MS, y FAO (2018) propone valores globales de 20, 20, 31 y 26 kg de N fijado/t MS
de leguminosa aérea para alfalfa, lotus, trébol blanco y rojo respectivamente. Estas

ultimas citas reportan valores promedio mas cercanos al del presente estudio.
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Cabe destacar que incluso en este estudio, el desvid estdndar para todas las especies
fue de 7 a 8 kg N fijado/ t MS segun la leguminosa. Esta variacion encontrada entre
los distintos puntos de muestreos supone diferencias de entre 25 y 35% en la entrada
de N por fijacion bioldgica segun la especie de leguminosa que se considere. Por lo
que, esto refleja la importancia no solo de tener cuantificado el aporte de N por
fijacion biologica, sino entender las causas de la variacion de la FBN de manera de
poder estimar bajo qué condiciones o circunstancias utilizar uno u otro valor de

referencia.

Por un lado, esta variabilidad indica que hay factores que estan controlando el
funcionamiento de la simbiosis y que podrian tener consecuencias para el estado
nutricional de las pasturas. Ambos aspectos son discutidos en la préxima seccion.
Por otro lado, esta variabilidad introduce incertidumbre a la hora de cuantificar la
entrada de N a los sistemas cuando se realizan balances de N. De todas formas, la
FBN representa una de las principales entradas en los sistemas de produccion de
Uruguay, ya que son sistemas predominantemente pastoriles y con fertilizaciones
nitrogenadas magras. De manera que la utilizacion de uno u otro valor referencia
podrian inducir a grandes sub o sobre estimaciones en la entrada de N por fijacion
bioldgica. Por ejemplo, la entrada por FBN puede variar de 220 a 320 kg N/ ha/ afio
entre la estimacion realizada con datos de este estudio o los reportados por Garcia et
al. (1994) para una pastura de alfalfa que produce 10 toneladas de materia seca por
afio, una diferencia del 30% aproximadamente. El limite de surplus de N en paises de
la Unién Europea para sistemas pastoriles lecheros es de 150 kg N/ afio/ ha (Nevens
et al. 2006), por lo que un error en la estimacion del parametro de entrada de N por
FBN como el presentado anteriormente puede significar estar por debajo o por arriba

de este limite establecido.

Las incertidumbres en la entrada de N a los sistemas pueden ser mas notorias cuando
solamente se toma en cuenta el N fijado en la parte aérea de las leguminosas, y no se
considera el N aportado por la materia seca subterrdnea. FAO (2018) propone
factores de correccién de 1,2 a 1,7 segin la especie aplicados a los valores de

referencia para cuantificar el aporte de N total de la planta entera. En el presente
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estudio, con cortes a ras del suelo, considerando los valores propuestos por FAO
(2018) el aporte de N en las raices podria equivaler a un 10-15% del N aportado por
la parte aérea. De manera que los valores de N fijado al considerarse la planta entera
serian aproximadamente de 25, 30, 29 y 31 kg N/ t MS producida para alfalfa, lotus,
trébol blanco y rojo respectivamente.

4.2 POSIBLES CAUSAS DE VARIACION DE %Ndfa

Las variables % leguminosa, PMN y %N en planta fueron los factores mas
consistentes en explicar la variabilidad encontrada en %Ndfa desde el modelo basico
hasta el completo. Con variables se encontraron Unicamente relaciones lineales con
el %Ndfa para todas las especies estudiadas. Por otro lado, la relacion N/P en planta
y el pH del suelo presentaron en general una relacién no lineal con %Ndfa, pero que
se hizo inconsistente a medida que se pasa desde el modelo béasico al completo. En
todos los casos, las interacciones pH-PMN y %leguminosa-PMN resultaron no
significativas para todas las especies, y la interaccion %N-%leguminosa fue

significativa Unicamente para alfalfa.

En las cuatro leguminosas estudiadas, las tres variables mas importantes en explicar
la variabilidad estan asociadas, por un lado a la disponibilidad de N que hay en el
suelo (% leguminosas y PMN), y por el otro a la concentracion de N en planta (%N).
En trébol blanco y alfalfa ademéas se suma la concentracién de N en relacion a la
concentracion de P en planta (N/P). Esto sugiere que las leguminosas de alguna
manera son capaces de censar la oferta de N en suelo en el corto-mediano plazo
(Peoples y Craswell, 1992), y la demanda de N por parte de la planta (Vitousek et al.,
2002) y mediante estos dos mecanismos regular la proporcién de N que fijan. El
ambiente quimico del suelo entendido como pH y disponibilidad de nutrientes (P, K,
bases) tuvo un rol menos claro y definido en explicar la variabilidad en %Ndfa.
Tampoco se encontro incidencia de la ecorregion sobre la variacion de N fijado para

ninguna de las leguminosas.
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Es ampliamente reportado en la bibliografia que el N mineral disponible para la
leguminosa es uno de los principales factores en determinar el %Ndfa (Ledgard y
Steele 1992; Sadowsky 2005; Unkovich 2012). Dicha oferta de N va a estar sujeta no
solo a la cantidad del mismo en suelo, sino cuanto esta accesible para la leguminosa.
Esto ultimo esta en gran medida determinado por la proporcion de leguminosas en la
mezcla. El agregado de una graminea en una pastura mezcla potencia la FBN
(Hardarson et al. 1988; Fitton et al. 2019), ya que las mismas son mejores
competidoras que las leguminosas por el N mineral (Butler y Ladd 1985). Mallarino
y Wedin (1990) sostienen que el efecto que puede tener la proporcién de leguminosa
en %Ndfa puede ser cuantitativamente diferente dependiendo de la especie de
leguminosa. Sin embrago esto ha sido muy poco explorado en la literatura. En el
presente estudio, el % leguminosa fue significativo para la regresion del modelo
basico en las cuatro especies estudiadas, aunque con distinta magnitud, siendo el
trébol blanco la especie con aparentemente menor sensibilidad. Esta variable se
mantiene consistentemente como factor explicativo incluso en el modelo completo, y
siempre el trébol blanco con aparente menor sensibilidad en términos de disminucion
de %Ndfa por unidad en el cambio de % leguminosa en la mezcla en comparacion

con lotus.

Por otro lado, tanto los kg de N aplicados en forma de fertilizante como el PMN son
indicadores directos de la cantidad de N mineral disponible en suelo en el corto-
mediano plazo. Mallarino et al. (1990a) reportaron menores niveles de %Ndfa en
verano para diferentes leguminosas, y lo atribuyeron a una mayor oferta de N
mineral en suelo producto de la mayor temperatura y mineralizacion de la materia
organica en esa estacion de crecimiento. Ante la disponibilidad de N la leguminosa
inhibe la FBN ya que es un proceso de alto costo energético para la planta (Sprent y
Raven, 1985). En el presente estudio, la variable PMN present6 un efecto negativo
sobre %Ndfa para todas las especies de leguminosa, lo que coincide con lo
ampliamente reportado en la bibliografia y confirma que la disponibilidad de N es un
factor clave en regular el %Ndfa. Si bien la fertilizacion nitrogenada en cada pastura
fue un dato relevado, no fue posible utilizarlo por incertidumbre en el dato reportado

por el productor.
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El efecto que la demanda y concentracién de N de las plantas tienen sobre la
regulacion del %Ndfa es un aspecto poco explorado en la literatura. En el presente
estudio, todas las leguminosas presentaron una respuesta de sentido inverso entre
%N en planta y %Ndfa, siendo de mayor magnitud para trébol blanco que para lotus
y trébol rojo. A su vez, en alfalfa y trébol blanco la relacion N/P en planta y %Ndfa
tuvo una respuesta no lineal en la cual, cuando existié una relacion N/P alta (entorno
20), disminuyo el %Ndfa. Asimismo, cuando las relaciones N/P fueron mas bajas
(entorno 16) aumentd el %Ndfa. Para estas especies pareceria existir una
autorregulacion de la planta basado en la oferta y demanda de N segun la
concentracion de P. Esto concuerda con lo reportado por Glsewell (2004) que
sostiene que es altamente probable gue exista respuesta en produccion de biomasa a
la fertilizacion nitrogenada cuando la relacion N/P en planta es menor a 10, y que
exista respuesta a la fertilizacion fosfatada cuando esa ratio es mayor a 20. Por lo
que, en las cuatro leguminosas opera un mecanismo por el cual la concentracion de N
en planta o la misma con respecto a otro nutriente regula en mayor o menor medida
el %Ndfa.

En la revision sobre FBN de FAO (2018) se sostiene que son esperables fijaciones de
N del orden de 90% para leguminosas con cosecha mecanica, y entorno al 75-80%
para leguminosas en pasturas bajo pastoreo. Anadlogamente en Uruguay Mallarino et
al. (1990a) reporta valores de %Ndfa de 82 a 95% para leguminosas en parcelas
experimentales, y el presente trabajo valores promedios de 63 a 84% para
leguminosas bajo pastoreo. Estas diferencias podrian deberse al N excretado por los
animales y a los dos mecanismos involucrados en regular la FBN descriptos
anteriormente en el presente trabajo. EI N excretado aumenta el N disponible en
suelo y la concentracion del mismo en las leguminosas, por lo que a mayor oferta de
N sin costo energético las leguminosas utilizan menos N atmosférico. Por otro lado,
Tonn et al. (2019) reportaron que el efecto de la orina en el corto plazo (17 dias) fue
empobrecer el enriquecimiento del 8*° N de las gramineas, y en el largo plazo (30
dias) enriquecer el 5 N de las leguminosas, dos efectos que tendrian un impacto en
la estimacion del %Ndfa por medio del método de abundancia del *°N hacia la baja.

Si consideramos que en sistemas pastoriles templados hasta aproximadamente un
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25% del area de pastoreo por afio es afectado por la orina (Moir et al. 2011), seria
esperable encontrar menores %Ndfa promedio en pasturas con leguminosas

pastoreadas que en leguminosas de cosecha mecanica.

El ambiente quimico del suelo es ampliamente reportado en la bibliografia como un
factor con un efecto importante sobre la FBN (Ledgard y Steele 1992; Sadowsky
2005; Unkovich 2012). Sin embargo, en el presente estudio se demuestra que en
Uruguay el ambiente quimico es un factor de poco impacto en explicar la variacion
en la FBN.

En general, pH &cidos afectan la simbiosis, afectando la sobrevivencia del rizobio y
el proceso de infeccion entre la bacteria y la planta (Cooper y Scherer 2012). A su
vez, pH menores a 5,5 afectan la disponibilidad de nutrientes, incluyendo el P en
suelo, y permite mayor disponibilidad de metales pesados como aluminio (Sanz-Saez
et al. 2017). El trébol blanco requiere de suelos con pH mayores a 5,5 para un buen
crecimiento (Davies 1992), y esta reportado que las leguminosas son mas sensibles a
pH acidos que otras gramineas (Caradus 1980). Hackney et al. (2019) en una
encuesta realizada en sistemas productivos pastoriles australianos reportan mayores
scores de nodulacién en Trifolium spp. en suelos con pH mayores a 5,55. En el
presente estudio, el efecto de pH 0-15 cm de suelo fue significativo para trébol
blanco en la regresién del modelo basico y modelo basico P+K, y con tendencia
significativa para lotus unicamente en el primer modelo. En el modelo basico el
maximo %Ndfa se logra con pH de 6,5-7,0 para trébol blanco y lotus
respectivamente (Figura 10), coincidiendo con la franja de pH donde se da la mayor
disponibilidad de los macronutrientes (Malavolta, 2006). Sin embargo, no fue una
variable explicativa en el modelo completo para ninguna de las dos especies. Esto
coincide por lo reportado en la bibliografia por Riffkin et al. (1999), quienes no
encontraron asociacion entre %Ndfa y pH o aluminio intercambiable en

relevamientos de pasturas con trébol blanco en Australia.

En alfalfa el %Ndfa no estuvo afectado por el pH. A diferencia de lo que se planted
como hipotesis inicial y como se menciond anteriormente, el efecto de pH no fue una

variable de peso en explicar la variacion en el %Ndfa en las leguminosas estudiadas.
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La falta de respuesta al pH por parte de la alfalfa puede deberse a que el mismo no
tenga efectos directos importantes sobre alfalfa posteriores al primer afio de

implantacion donde ya ocurrio la simbiosis inicial.

En el presente estudio se encontraron pequefios niveles de acidificacion en los
primeros 3 centimetros de suelo, solamente cuando el pH fue mayor a 6,0 (ver figura
anexos A12). Unicamente en trébol rojo el pH 0-3 tuvo un efecto negativo sobre el
%Ndfa en el modelo completo, sin embargo esta misma variable no fue significativa
en el modelo bésico o basico P+K.

Junto al N el P ha sido descripto como uno de los macronutrientes principales que
limita el crecimiento de las plantas (Sanz-Saez et al. 2017). Una deficiencia de P
afecta directamente la FBN reduciendo el nimero de nddulos, el tamafio de los
nodulos (Sanz-Saez et al. 2017) y en casos severos inhibe la nodulacion (Almeida et
al. 2000); e indirectamente afectando el crecimiento y fotosintesis de la planta
(Cooper y Scherer 2012). La disponibilidad de K en suelo afecta directamente la
FBN, por su efecto en la formacion, crecimiento y actividad del nédulo (Duke et al.
1980); e indirectamente afectando el crecimiento y desarrollo de la leguminosa
(Premaratne y Oertli 1994). Divito y Sadras (2014) sostienen que deficiencias de P y
K afectan en mayor medida el ndmero y crecimiento de los ndédulos que el
crecimiento aéreo de la leguminosa. Por lo mencionado en el modelo basico P+K se
incluyd el indice de P y K. En el modelo basico P+K, el indice P fue significativo
para lotus y trébol rojo con un efecto negativo sobre %Ndfa, mientras que en alfalfa
presentd un efecto positivo sobre %Ndfa. En cambio, el indice de K fue significativo
para alfalfa y lotus, pero no para trébol blanco para el que se observo una tendencia
estadistica. Unicamente en lotus el K tuvo un efecto positivo sobre %Ndfa. En
general, estos nutrientes lograron explicar como maximo el 8% de la variabilidad
encontrada en %Ndfa, con la excepcion de alfalfa. En alfalfa tanto en el modelo
basico P+K como el modelo completo se duplican sus R?. Esto podria indicar efectos
verdaderos de estas variables sobre el %Ndfa en alfalfa, pero también podria ser
explicado por el bajo nimero de muestras combinado con alta variabilidad, por lo

que cada variable que se suma al modelo incrementa mucho el R?.
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Una posible explicacion por la cual estos nutrientes tienen poco peso explicativo en
el modelo es que en el presente estudio tanto los niveles de P como de K disponible
en suelo, fueron frecuentemente no deficientes para el desarrollo y crecimiento de
estas leguminosas. EI 65% de los muestreos realizados tenian un indice de P igual o
mayor a 1, es decir con niveles de P en suelo superiores a los niveles criticos
reportados para esas especies, lo que fue inesperado ya que se ha reportado que los
suelos en Uruguay son en su mayoria naturalmente deficientes en P (Carambula
2002). Asimismo, el indice K con niveles criticos exigentes (0,40 meq/100g) fue
igual o mayor a 1 en 40% de los casos, e igual 0 mayor a 0,8 en el 60%. A su vez,
con niveles criticos menos exigentes (0,34 meq/100g), el indice K fue igual o mayor
a 1 en 54% de los casos aproximadamente, e igual o mayor a 0,8 en el 71%. Somado
et al. (2006) reportaron que el agregado de P como fertilizante afect6 en mayor
medida la cantidad de N absorbido por las leguminosas que el %Ndfa en si mismo.
Sin embargo, Riffkin et al. (1999) reportaron una relacion directa entre el nivel de P
y K disponible en suelo con el %Ndfa en suelos de textura media y textura liviana.
En ese estudio los niveles de K disponible en suelo también fueron raramente
deficientes para este nutriente. Ademas Hackney et al. (2019) reportaron mayores
scores de nodulacion en pasturas con Trifolium spp. cuando el ratio P disponible : P

critico super6 0,67.

Cabe destacar que en la regresion del modelo basico P+K, el indice de P y K tienen
en todos los casos signos opuestos, lo que podria indicar un antagonismo entre estos
nutriente. James et al. (1995) reportaron que la fertilizacion con P en alfalfa afecta
indirectamente la concentracion de K en planta, ya que el agregado de P tiene efecto
positivo sobre la concentracion de Na, Ca y Mg en planta, de manera que se
incrementa el antagonismo mutuo existente entre estos cuatro cationes. A su vez, en
el estudio realizado por Riffkin et al. (1999) se reporta algo similar para el N fijado
en suelos de textura media, donde la concentracion de P y K disponible en suelo
tienen efectos de sentido opuesto sobre N fijado por tonelada materia seca aérea en

trébol blanco.

55



Para contemplar la heterogeneidad espacial existente se utilizaron regresiones
geogréficamente ponderadas (GWR). Estos modelos no lograron coeficientes de
determinacion superiores a las regresiones mdltiples, evidenciando poca
heterogeneidad espacial para %Ndfa. Ademas no hubo autocorrelacion para la
variable %Ndfa, de manera que se distribuye de manera aleatoria entre las entidades
del &rea de estudio.

Considerando los promedios simples del muestreo realizado, alfalfa fue la especie
con menor %Ndfa (63%), seguido por lotus y trébol banco (76 y 75%
respectivamente), y finalmente trébol rojo (84%). Las cuatro especies muestreadas
presentaron un mismo rango amplio en las condiciones de suelo y de manejo (ver
anexo figuras A5-All) para las variables utilizadas en el modelo bésico y basico
P+K. La mayor diferencia fue el % leguminosa en alfalfa, ya que la mayoria de los
muestreos realizados tenian una alta proporcion de esta leguminosa en la mezcla (70
a 100%), y un promedio de 80% en comparacion con el resto que tuvieron un
promedio de 50%. En parte, el menor %Ndfa promedio encontrado en alfalfa en
comparacion con el resto de las especies, se explica por dicha diferencia en el
%Ileguminosa, ya que a mayor %leguminosa menor %Ndfa. Sin embargo, parte de la
diferencia no es explicada por % leguminosas, ya que alfalfa sigue teniendo valores
menores de %Ndfa incluso cuando se utilizan los modelos basicos ajustados de cada
una de las cuatro especies pero con el valor de la mediana de los sitios donde se
muestreo alfalfa en las variables que lo integran, de manera de simular mismas

condiciones de suelo y manejo en todas las leguminosas (ver anexo figura A13-Al7).

Por otro lado, el mayor %Ndfa promedio encontrado en trébol rojo se debe
principalmente a una menor sensibilidad de dicha especie al PMN, %N y a la
fertilizacion nitrogenada en comparacion con el resto de las especies. En el modelo
basico y basico P+K si bien el sentido del efecto de las variables %N y PMN fue
igual en las cuatro especies leguminosas, la magnitud de dicho efecto difirio
sensiblemente. Lotus presentd las mayores disminuciones en el %Ndfa por unidad de
incremento de PMN, seguido de trébol blanco y alfalfa, y en menor medida lo hizo

trébol rojo (Figura 7). La idea anterior se evidencia claramente cuando lotus o trébol
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blanco se encuentran en mezclas con trébol rojo, y por lo tanto estan en un suelo con
un mismo PMN, esta Ultima especie logra mantener igual o mayores %Ndfa en el 85
y 78% de los casos muestreados respectivamente (Figura 13 C-D). Ademas cuando
recibio urea fue la Unica especie que no vio afectado el %Ndfa (Cuadro 6). Cuando
se aplico urea, alfalfa, lotus y trébol blanco se enriquecieron en *N probablemente
por mayor acceso al N mineral del suelo, mientras que el trébol rojo se mantuvo
igual, confirmando menor sensibilidad al N aplicado que el resto de las especies.
Esto coincide parcialmente por lo reportado por Mallarino y Wedin (1990) donde el

lotus fue la especie mas sensible a fertilizaciones nitrogenadas.

Los dos principales mecanismos que regulan el %Ndfa reportados en el presente
trabajo (demanda de N y oferta de N mineral para la leguminosa) y sintetizados en el
modelo bésico lograron explicar como maximo el 40% de la variabilidad en esa
variable. Aln con este R? moderado, el ajuste entre valores observados y valores
predichos (Figura 11 y 12) por estos modelos result6 en errores medios absolutos de

11y 10% para el modelo basico y modelo basico P+K respectivamente.

En parte, la discrepancia puede deberse al error intrinseco del método de abundancia
natural *>N. La propagacion de errores en las variables utilizadas en la estimacion del
%Ndfa (B, 5°N referencia, 5'°N leguminosa) indica que el error en la determinacion
de 8N puede explicar variaciones de aproximadamente 5 puntos porcentuales del
%Ndfa (cerca de la mitad del error medio absoluto de los modelos propuestos). Esto
refuerza la idea que la demanda y oferta de N son centrales para explicar la variacion
en %Ndfa para las leguminosas en Uruguay, y que los mecanismo asociados al

ambiente quimico y ecorregion son menos importantes.

Las diferencias entre observados y predichos es mayor a 30%, y siempre negativa en
el 7y 8% de los casos muestreados en lotus y trébol blanco respectivamente. En
estos casos los mecanismos postulados no explican la variacion en el %Ndfa
observado, sino que otros factores estarian actuando. En el cuadro 6 se observa como
aumenta para lotus y trébol blanco el error medio absoluto del modelo cuando se
compara los casos de pasturas con y sin aplicaciones de urea. En estas dos especies la

fertilizacion nitrogenada parece explicar parte de la variabilidad encontrada en
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%Ndfa, aunque en este estudio no se pudo evaluar esta variable como factor
explicativo por incertidumbre en el dato recabado.

Los factores utilizados en la regresion del modelo basico lograron explicar de un 23 a
un 44% de la variabilidad encontrada en el %Ndfa, del modelo basico P+K
explicaron de un 35 a un 50%, y con el modelo completo se lograron maximos de 22
a 85%. Si bien el modelo completo fue capaz de explicar una mayor parte de la
variabilidad que el modelo bésico y béasico P+K, no se encontraron patrones de
efectos contundentes y con sentido bioldgico, ni se puede asegurar que exista una
relacién causa-efecto entre la variable dependiente y las independientes. En resumen,
los dos mecanismos que engloba el modelo béasico explican la mayor parte de la

variabilidad encontrada en %Ndfa para las cuatro leguminosas estudiadas.

4.3 CONSECUENCIAS DE LA VARIABILIDAD EN LA FBN

El INN promedio de las leguminosas en Uruguay es cercano a uno, siendo de 0,92 a
1,02 segun la especie, por lo que evidencia que en general las mismas no estan
limitadas por N. No existe una asociacion clara entre el INN y el %Ndfa,
produciéndose una amplia variacion en el INN en todos los rangos de %Ndfa. Esto es
I6gico cuando se piensa en los dos mecanismos que regulan la variacion de %Ndfa,
no solamente depende de la concentracion de N en planta, sino de la cantidad de N

mineral al cual la leguminosa pueda acceder.

A su vez, en general todas las especies acompafiantes no-leguminosas en la mezcla
estan limitadas por N, por lo que parece existir en la mayoria de los casos una escasa
o insuficiente transferencia directa de N en el corto plazo desde las leguminosas a

estas especies.
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5. CONCLUSIONES

La informacién recabada en este estudio muestra que la variabilidad en la
fijacion de N de las cuatro leguminosas forrajeras mas utilizadas en pasturas
sembradas en nuestro pais es mayor al reportado en la bibliografia nacional a
nivel de parcelas experimentales, pero menor que lo reportado por trabajos de
caracteristicas similares realizados en pasturas de alfalfa en Argentina y en
pasturas con trébol blanco en Australia.

En las cuatro especies la variabilidad encontrada responde principalmente a
dos mecanismos, asociados a la disponibilidad de N del suelo (PMN,
%Ileguminosa) y a la concentracion de N en planta (%N, N/P), donde altos
niveles de N en planta o disponibles en el suelo provocan menor utilizacién
de N atmosférico por parte de la planta. De todas formas, los mecanismos
mencionados explican como maximo un 40% de la variabilidad en el %Ndfa,
generando un modelo predictivo con un error absoluto medio de 11%.

Ni las propiedades quimicas de suelo ni la zona agroecoldgica afecta
mayormente de forma directa la fijacion de N de ninguna de las especies.
Trébol rojo fue la especie que mostr6 menor sensibilidad en su %Ndfa a
cambios en la disponibilidad de N, y por ende la especie con mayor valor
promedio de %Ndfa.

Alfalfa fue la especie con menor valor promedio de %Ndfa, sin poder afirmar
que se debe unicamente a diferencias en las condiciones de muestreo.

Ni el indice de nutricién nitrogenada de las leguminosas, ni el de las especies

no-leguminosas acompafantes, estan relacionados al nivel de FBN.
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7. ANEXOS

7.1 FIGURAS Y CUADROS

015N referencia graminea vs 815N refererencia dicotiledonea
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Figura A 1.Grafico de relacion entre 8°N graminea referencia y 8"°N dicotiledénea

referencia en marco A.
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Figura A 2.Grafico de relacion entre '°N graminea referencia marco B y "N

graminea referencia en marco A.

74

12



015N leguminosa vs 615N referencia
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Figura A 3. 8"°N graminea referencia y 5N leguminosa en 357 muestras originales.
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Figura A 4. 8™°N graminea referencia y >N leguminosa en 319 muestras finalmente
utilizadas en este estudio.
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Figura A 5.Boxplot con dispersion de PMN en suelo segun especie.
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Relacion N/P segun especie
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Figura A 7. Boxplot con dispersién de la relacion N/P segun especie.
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Porcentaje de N planta seglin especie
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Figura A 9. Boxplot con dispersion del porcentaje de N en planta segun especie.
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Cuadro A 1. Modelo completo: principales factores relacionados a %Ndfa para
leguminosas (n=292), alfalfa (n=38), lotus (n=100), trébol blanco (n=111) y trébol
rojo (n=43) en modelo completo.

Ndfa, Nitrégeno derivado del aire; N, nitrégeno; P, fosforo; PMN, potencial de mineralizacion del
nitrogeno; K, potasio; Ca, calcio; Na, sodio; Mg, magnesio; C.org, carbono organico; INN, indice

nutricion nitrogenada.

.,P<0,1;* P <0,05; ** P <0,01;, ***P< 0,001

Factor Coeficiente es t RMS AIC R® Prob >t
E
Alfalfa
Ndfa (%0)
Intercepto 209,9 112,17 1,87 0,85 0,08
Satura Na (%) 6,29 1,69 3,71 0,001 **
Ca+Mg/K 1,93 0,39 4,86 9,48e-5 ***
Saturacion K -8,47 5,57 -1,52 0,14
(%)
C.org -13,11 3,15 -4.15 4,88e-5 ***
indice P 0,45 0,23 1,95 0,07.
Mg/K -5,09 1,87 -2,72 0,013 *
Satura Ca (%) -2,93 0,67 -4,39 2,80e-5***
Temp.15 -8,73 1,85 4,71 0,0001***
PP15 0,22 0,06 3,90 0,0009 ***
MS 1,52 0,87 1,76 0,094 .
Leguminosa (%) 0,07 0,29 -0,23 0,821
indice de K 29,1 11,6 2,51 0,02 *
pH2 015 1,56 0,55 2,85 0,009 **
Arcilla 0,73 0,44 1,67 0,11
d13c -3,98 3,86 -1,03 0,31
Nleg 0,10 0,09 1,17 0,26
N (%) -9,29 7,92 -1,17 0,25
Lotus
Ndfa (%0)
Intercepto 77,39 16,3 4,75 0,51 7,5e-6***
PMN (ppm) -0,16 0,03 -4,64 1,14e-05***
N (%) -7,8 1,65 -4,72 8,22e-06***
k 43,75 15,95 2,74 0,007**
Leguminosa (%) -0,20 0,06 -3,65 0,0004***
P Citrico (ppm) -0,39 0,13 -2,89 0,0047 **
pH 315 8,61 2,62 3,28 0,0015**
Arcilla -0,32 0,17 -1,82 0,072.
Trébol blanco
Ndfa (%)
Intercepto 125,21 10,13 12,35 0,22 2e-16 ***
PMN (ppm) -0,11 0,04 -2,93 0,004 **
N (%) -10,17 2,57 -3,92 0,0001***
Leguminosa (%) -0,14 0,06 -2,45 0,016 *
Trébol rojo
Ndfa (%0)
Intercepto 24424 50,80 481 0,57  3,25e-05***
Leguminosa (%) -0,15 0,05 -2,79 0,008 **
N (%) -8,03 2,16 -3,71 0,00075%**
Satura Mg (%) -0,63 0,34 -1,85 0,074.
P Citrico (ppm) -0,04 0,02 -2,73 0,018 *
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7.2 BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION VARIABILITY IN FORAGE
LEGUMES OF URUGUAY: POSIBLES CAUSES

Biological nitrogen fixation variability in forage legumes of
Uruguay: possible causes
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Short title. Biological nitrogen fixation.

Summary text. Biological nitrogen fixation variability for different forage legumes in grazing-based
production systems is unknown at the national and regional level. Quantifying and understanding the
causes of nitrogen fixation variance allows a more accurate estimation of one of the main sources of
nitrogen input to these systems and the identification of possible nitrogen fixation problems. This

study quantifies and identifies causes of variability in biological nitrogen fixation for Uruguay.

*Crop and Pasture Science
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Abstract. Biological nitrogen fixation (BNF) is the main source of nitrogen (N) in pasture-based
animal production systems in Uruguay; frequently, the only source. The aims of this work were to
quantify the existing variability in the proportion of nitrogen derived from biological nitrogen fixation
(%Ndfa) in lotus corniculatus, white clover and red clover in based sown pastures in Uruguay, and
analyze to what extent this variation is accounted for by pasture management, soil fertility and plant
nutritional status. Between October and November 2018, 206 commercial pastures were sampled
throughout the country (excluding pastures in the establishment phase). Vegetation samples were
separated into botanical components, and their N and P concentrations measured. A soil sample (0-15
cm) was also obtained to determine pH, nitrogen mineralization potential (NMP, anaerobic
incubation), soil extractable P and K (ammonium acetate), and several other chemical parameters. The
%Ndfa was estimated by the 15N natural abundance method, using B values from the literature and
the 15N content of neighbor grasses as soil reference. The %Ndfa varied substantially in white clover
(median 78%, percentile 50%: 66-87%, range 30-100%) and lotus (median 79%, percentile 50%: 65-
87%, range 30-100%), and less so in red clover (median 84%, percentile 50%: 74-92%, range 60-
100%). Multiple regression analysis (0=10% statistical significance) revealed that five factors pH,
NMP, %legume, and plant %N, and N/P ratio explained 34%, 44% and 42% of this variability in
white clover, lotus and red clover respectively. The most relevant factors and their effect on %Ndfa
were associated mainly with the balance between plant N demand and soil N supply: NMP (negative),
%legume (negative), and %N (negative). This work showed that, opposite to local results from
experimental plots, there is ample variability in %Ndfa in Uruguayan pastures, especially in lotus and
white clover, the two most used forage legumes species. Soil fertility, and and pasture management
parameters explained between some 40% of this variation. It is unclear to what extent the remaining
variation is due to causes not explored in this study (e.g. rhizobia strains), or simply the result of the
precision that the 15N natural abundance technique can attain in Uruguayan soils.

Additional keywords: N** natural abundance method, Trifolium repens, Trifolium pratense, Lotus

corniculatus.
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Introduction

Biological nitrogen fixation (BNF) remains as one the main sources of nitrogen (N) input in most
pasture based production systems in Uruguay. Therefore, knowing the factors that determine variation
in BNF allows a better understanding of the mechanisms that regulate it and allows us to understand
under which soil and management conditions N fixation can be favored. Furthermore, allows the

identification of possible problems in the legume-rhizobia symbiosis.

The BNF is highly variable depending on the species and environmental conditions. The proportion of
plant total N derived from the atmosphere (%Ndfa) can range from 0 to 100% (Riffkin et al. 1999,
Blchi et al. 2015). The variability of %Ndfa depends primarily on soil mineral N availability, soil
fertility (mainly phosphorus (P)), and the abundance and competing capacity of soil microsymbionts
bacteria among other things (Unkovich 2012). Additionally, nutrient availability is key to the
regulation of BNF (Zheng et al. 2019). Nutrition with P, potassium (K) and sulphur plays an

important role in determining N fixation of legumes (Divito and Sadras 2014).

Those methods which use the stable isotope **N to estimate BNF are considered the most reliable and
provide time integrated values (Unkovich 2012). The natural >N abundance methodology (8 N15) is
currently the most widely developed technique for field measuring N, fixation for temperate legumes.
There are few local studies in Uruguay that uses this methodology to estimate BNF in forage legumes.
In experimental plots, Mallarino et al. (1990) reported that the %Ndfa for forage legumes was larger
in winter and spring, with values of 82% and 95% respectively, without significant differences
between red clover, white clover and lotus. Garcia et al. (1994) using isotopic techniques in field

experiments reported average values close to 80% in spring for white clover and lotus.

Information on N fixation variability in forage legumes based pastures throughout the country is
scarce, as well as the understanding of the complex causes behind it. Given Uruguayan soil and
climate conditions factors likely to affect BNF are soil pH, soil phosphorus, potassium and mineral

nitrogen (Barbazan et al. 2007; Mordn 2008), and legume-rhizobia symbiosis (Irisarri et al. 2019).

The objectives of this work were (i) to quantify the existing variability in the proportion of nitrogen
derived from biological nitrogen fixation in lotus, white and red clover based pastures in Uruguay, and
(ii) to analyze to what extent this variation can be explained by pasture management (legume content),
soil chemistry (pH, NMP, P, K), and plant parameters (%N, %P).
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Materials and methods
Survey: sites, period, and sampling

A high spatial intensity sampling was carried out in Uruguay (30°-35° S, 53°-58° W) between October
and November 2018 covering 206 pastures throughout the country. It included pure legume and mixed
legume-grass pastures located in private farms. Ten to fifteen random sites per state were selected, and

over one year old pastures were sampled.

® Sitios muestreados
0 100 200 km

Fig. 1. Map of sampled sites.

In each pasture a 20 x 50 cm frame (frame A) with legumes was harvested and the target legumes
(Trifolium repens, Trifolium pratense, Lotus corniculatus) were sorted from the rest of the species
(grasses or dicotyledons). A second 20 x 50 cm frame (frame B) without legumes was harvested and
grasses were sorted from dicotyledons. In each frame the following were quantified: green biomass
(kg DM/ha), plant N concentration (g N/g DM), nitrogen stable isotope ratio 15N/14N (615N) for

each separated species, and plant P concentration in legumes (g P /g DM).

Associated to each frame A, a soil sample of 0-15 cm depth was obtained and 4 soil chemical
parameters were determined: pH (potentiometric method), available P (citric acid method), ppm,
available K (ammonium acetate), meq /100g soil, and nitrogen mineralization potential (NMP,
anaerobic incubation), ppm. The samples were obtained with a 40 mm diameter soil sampler with

depth control.
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From soil measured parameters, a soil phosphorus index (IP) and a soil potassium index (1K) were

calculated as follows:
Phosphorus index (IP) = Soil Citric acid P /Legume Critical P

Where soil citric acid P is the citric acid P level in each soil expressed as ppm; and legume critical P is

the soil P level expressed as ppm to achieve optimal pasture growth.
Potassium index (IK)= Soil exchangeable K / Legume critical K

Where soil exchangeable K is the exchangeable K in each soil expressed as meq /100g soil; and
legume critical K is the soil exchangeable K level expressed as meq /100g soil to achieve optimal

pasture growth.

From plant measured parameters, legume nitrogen-phosphorus (N/P) ratio and legume content in the

pasture was estimated as follows:
% legume= (g legume DM/g total DM)*100

Where g legume DM is the grams of dry matter of the legume in the frame and g total DM is the

grams of total dry matter in the frame.

To analyze possible causes of % Ndfa variation, 5 to 7 potentially explanatory factors related to soil,
plant and pasture management were used. Of which 4 were soil-related (NMP, pH, IP, IK), 2 were

plant-related (%N, N/P) and 1 was related to pasture management (%olegume).

Estimation of N fixation with N15 natural abundance method

The proportion of total N derived from the atmosphere (% Ndfa) was estimates as follows:
%Ndfa = [(515N reference - 315N legume) / (815N reference - B)] x 100

Where 315N is the enrichment in 15N compared to standard of atmospheric N, (0.3663%) expressed
as parts per thousand (%o.); 815N reference is the 315N of the non-fixing plant; 615N legume is the
315N of the legume species; B is the 615N of the legume totally dependent on atmospheric N, as
source of N.

In the current study the grass in frame A was used as the reference species, or the dicotyledonous of
that same frame in cases where the former was not present. This is justified since there was a high
degree of correlation between the two species as shown in annexes Figure 1. When no grasses or
dicotyledonous were present in frame A then frame B species were used. Correlation between frame A
and frame B species are shown in annexes Figure 2. Finally, table values for each legume species

reported by Unkovich et al. (2008) were used as B value.
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Seven samples were discarded where the 815N of the reference species was less than 2%o because
under those circumstances the method has little precision and induces errors in the estimation of the
%Ndfa (Unkovich et al. 1994).

Statistical analysis

A first exploratory analysis of the data was carried out by calculating the descriptive statistical
estimators. Subsequently, %Ndfa was analyzed by multiple regressions to determine whether
relationships existed between this variable and management, soil and pasture factors measured.
Interactions between factors were considered. A p-value <0.1 was accepted as statistically significant
and a p-value <0.2 was accepted as statistically significant trend. Firstly, five factors (pH, NMP,
%legume, % N, and N/P) were related to %Ndfa variations (basic model). Secondly, two additional
factors (IP, IK) were added to the basic model to observe if they increased R? (basic model P+K). Al

statistical analyses were performed using R studio software.
Results

The overall average %Ndfa for legumes was 76%, and 76, 75 and 84% for lotus, white and red clover
respectively. A marked difference between species was observed for the lower quarter of the data
(Fig.2). All red clover samples reached values of %Ndfa above 60%, while the lower 25% samples of

lotus and white clover were below 60%.
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Fig. 2. Percentage of total N derived from atmosphere (%Ndfa) variance by species.
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The sites surveyed displayed a wide range of soil pH, P, and K levels. The same happen to plant
parameters, %N and %P, as well as legume content in the pasture. Moreover, all species sites showed
a similar range of plant and soil levels, faithfully representing plant and soil environment conditions
of Uruguayan pastures. A summary of the maximum, minimum, medium and mean values of seven
factors observed in 206 pastures is presented in annexes Table 1.

The equations coefficients derived from the first analysis are shown in Table 1 (basic model). Legume
percentage, plant %N and soil NMP had a significant linear negative relationship with %Ndfa for all
species. No statistical significance interactions were found between any of the variables of the basic
model. Soil pH showed a non-linear association with %Ndfa, and only significant for white clover,
and with a significant trend for lotus. Plant N/P ratio showed a non-linear association with %Ndfa,

only significant for white clover and with a significant trend in red clover.

Table 1. Statistical factors related to %oNdfa for lotus (n=100), white clover (n=111) y red clover
(n=43). Basic model.
Ndfa, Nitrogen derived from atmosphere; N, nitrogen; P, phosphorus; NMP, nitrogen mineralization

potential.
.,P<0.2;* P<0.1; ** P <0.05; ***P<0.01
Factor Coefficient s.e t R® Prob >t
Lotus
Ndfa (%)
Intercept -36.6 88.15 -0.41 0.44 0.68
NMP (ppm) -0.16 0.032 -4.99 2.81e-6***
Legume (%) -0.18 0.262 -3.25 0.0016***
pH 0-15 41.6 28.03 1.49 0.14.
pH 0-15° -2.60 2.20 -1.17 0.25
N/P 0.91 1.97 0.46 0.64
N/P? -0.01 0.054 -0.19 0.85
N (%) -9.03 2.08 -4.3 3.6e-5***
White clover
Ndfa (%)
Intercept -139.5 97.10 -1.47 0.34 0.15.
NMP (ppm) -0.13 0.036 -3.67 0.0003***
Legume (%) -0.14 0.058 -2.47 0.015%**
pH 0-15 57.97 30.23 1.92 0.057*
pH 0-15° -4.27 2.37 -1.80 0.074*
N/P 9.79 2.87 3.41 0.0009***
N/P? -0.29 0.09 -3.22 0.0016***
N (%) -11.05 3.04 -3.63 0.0004***
Red clover
Ndfa (%)
Intercept 126.68 135.58 0.93 0.42 0.36
NMP (ppm) -0.05 0.031 -1.72 0.094*
Legume (%) -0.216 0.06 -3.76 0.0006***
pH 0-15 9.63 40.45 0.24 0.81
pH 0-15° -0.43 3.21 -0.14 0.89
N/P -7.01 4.34 -1.16 0.12.
N/P? 0.27 0.15 1.85 0.07*
N (%) -7.66 2.36 -3.2 0.0025***

91



The equations coefficients derived from the second analysis are shown in Table 2 (basic P+K model).
Soil P and K index added to the basic model increases by 0.01 to 0.08 the determination coefficients
depending on the species. The signs of the coefficients of the 5 factors in the basic model maintained
the same direction in the basic P+K model. On one hand, soil P index was positively and not
significantly related to %Ndfa in white clover, but negatively and significantly related to %Ndfa in red
clover and lotus. On the other hand, soil K was index negatively and significantly related to %Ndfa in
white clover, but positively related to %Ndfa in lotus and red clover, without statistical significance in

the latter species. It should be noted that in all species P and K index have opposite signs.

92



Table 2. Statistical factors related to %oNdfa for lotus (n=100), white clover (n=111) y red clover
(n=43). Basic P+K model.

Ndfa, Nitrogen derived from atmosphere; N, nitrogen; P, phosphorus; NMP, nitrogen mineralization
potential; IP, Phosphorus index; IK, Potassium index.

.,P<0.2;* P<0.1; ** P <0.05; ***P<0.01

Factor Coefficient s.e t R? Prob >t
Lotus
Ndfa (%)
Intercept -11.66 88.38 -0.13 0.48 0.89
NMP (ppm) -0.18 0.034 -5.41 5.14e-6***
Legume (%) -0.20 0.059 -3.36 0.0011***
pH 0-15 355 28.82 1.23 0.22
pH 0-15 -2.16 2.26 -0.96 0.34
N/P 0.29 1.97 0.15 0.88
N/P? -0.001 0.053 -0.03 0.98
N (%) -8.33 2.04 41 9.6e-5***
P -2.74 1.41 -1.94 0.054*
IK 9.83 6.03 1.63 0.107.
White clover
Ndfa (%)
Intercept -170.7 100.22 -1.70 0.35 0.09*
NMP (ppm) -0.11 0.038 -2.99 0.003***
Legume (%) -0.16 0.059 -2.67 0.0086***
pH 0-15 69.75 31.61 2.21 0.029**
pH 0-157 -5.17 2.47 -2.09 0.038**
N/P 9.71 2.88 2.88 0.001***
N/P? -0.29 0.09 -3.22 0.0016%**
N (%) -11.06 3.08 -3.58 0.0005***
IP 0.43 0.36 1.19 0.24
IK -7.52 5.18 -1.45 0.15.
Red clover
Ndfa (%)
Intercept 121.6 132.24 0.92 0.50 0.36
NMP (ppm) -0.06 0.03 -1.89 0.067*
Legume (%) -0.20 0.06 -3.57 0.0011***
pH 0-15 16.65 39.87 0.42 0.68
pH 0-15° -0.99 3.15 -0.31 0.76
N/P 95 4,27 -2.22 0.033**
N/P? 0.34 0.14 2.36 0.024**
N (%) -6.94 2.28 -3.05 0.0045***
IP -0.57 0.28 -2.02 0.051*
IK 2.85 4.61 0.62 0.541
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Discussion

This study covers an important geographical extension and for the first time allows quantifying the N
fixation variability for the three main forage legumes used in Uruguayan sown pastures. The %Ndfa
variations were of different magnitude according to the species, being approximately between 60 and
100% for red clover, and between 30 and 100% for lotus and white clover. Red clover was the species
with less %Ndfa variation range and higher %Ndfa average value. These data add to the really scarce

regional information on BNF in legume pastures at private farms.

In studies where surveys were carried out with a similar scale to the present work, a wide range of
%Ndfa were found, even greater than those reported in this study. Riffkin et al. (1999) reported
%Ndfa variations of 0-100% and 0-95% for white clover in light and medium textured soils of South
Australia, with average values of 67% and 60% in the same order. In general, %Ndfa variations
observed in the present study were of a smaller range than the ones reported in the international
literature, but showed more %Ndfa variation than local studies carry out at experimental plots
(Mallarino et al. 1990, Garcia et al. 1994).

It is widely reported in the literature that soil available N mineral is one of the main factors in
determining the %Ndfa in legumes (Ledgard and Steele 1992; Sadowsky 2005; Unkovich 2012). This
N supply will be subject not only to soil N levels, but also to amount of mineral N accessible to the
legume. The latter is largely determined by legume content in the mixture. The addition of grass in a
forage mixture enhances the BNF (Hardarson et al. 1988), since they are better competitors than
legumes for mineral N (Butler and Ladd 1985). Mallarino and Wedin (1990) argued that the effect of
the legume content in %Ndfa may be quantitatively different depending on the legume species.
However, this has been scarcely explored in the literature. In the present study, the % legume was
significantly related to %Ndfa in both models for all three species studied, but with different
magnitude in the effect, being white clover the species with apparently least sensitivity in terms of
%Ndfa decrease per unit change in the % legume in the sward.

On the other hand, kg of applied N fertilizer and soil NMP are direct indicators of the amount of soil
mineral N available in the short-medium term. Mallarino et al. (1990) reported lower %Ndfa values in
summer for different legumes, and attributed it to a higher supply of soil mineral N as a result of
higher temperatures and mineralization of organic matter in the growing season. In the presence of
high soil mineral N concentrations, legumes downregulate BNF since it is a plant high energy cost
process (Sprent and Raven, 1985). In the present study, soil NMP was significantly and negatively
related to %Ndfa for all legume species. These findings are consistent with what is widely reported in
the literature and confirms that soil N availability is a key factor in regulating %Ndfa. Although
nitrogen fertilization in each pasture was reported by farmers, it was not possible to use the
information due to uncertainty in the data.
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The effect that plant N demand and concentration have in %Ndfa regulation is less explored in the
literature. In the present study, all legumes showed a significant negative relationship between plant
%N and %Ndfa, but white clover appeared to be slightly more sensitive than lotus and red clover.
Furthermore, for white clover plant ratio N/P and %Ndfa showed a non-linear response where high
N/P ratios were associated to lower %Ndfa and low N/P ratios were associated with higher %Ndfa. It
seems that a plant self-regulation based on the supply and demand of N according to P concentration
could be feasible in white clover. This idea can be supported by Gusewell (2004) findings, who
showed that it is highly probable a biomass production response to nitrogen fertilization when plant
ratio N/P is less than 10, and a response to phosphate fertilization when plant ratio N/P is higher than
20. Therefore, these findings supports the idea that a mechanism associated to plant N demand (%N or

N/P) can regulate to a greater or lesser extent the %Ndfa.

The soil chemical environment is a well-known listed factor with an important proven effect on BNF
(Ledgard and Steele 1992; Sadowsky 2005; Unkovich 2012). However, in the present study it is
demonstrated that the chemical environment is a factor of little impact in explaining %Ndfa variation

in Uruguay.

In general, acid soil pH influence symbiosis by affecting rhizobia survival and the infection process
between bacteria and plant (Cooper and Scherer 2012). Furthermore, low soil pH affects nutrients
availability, including soil P, and heavy metals such as aluminum become more soluble (Sadowsky
2015). White clover requires soils pH higher than 5.5 for adequate growth (Davies 1992), and it is
reported that legumes are more sensitive to acidic soil pH than grasses (Caradus 1980). Hackney et al.
(2019) reported higher nodulation scores in Trifolium spp. in soils with pH higher than 5.55 in
Australia. In the present study, soil pH was significantly and negatively related to %Ndfa for white
clover in both models, and with significant trend for lotus only in the basic model. Therefore, soil pH
was a low impact factor in explaining %Ndfa variations. This is supported by Riffkin et al. (1999)
who reported no association between %Ndfa and soil pH or exchangeable aluminium in white clover

based pastures of Australia.

A P deficiency directly affects the BNF by reducing the number and size of nodules (Sanz-Saez et al.
2017) and in severe cases inhibits nodulation (Almeida et al. 2000); and indirectly by affecting plant
photosynthesis and growth (Cooper and Scherer 2012). Soil K directly affects the BNF by its effect on
nodule formation, growth and activity (Duke et al. 1980); and indirectly by affecting the growth and
development of legumes (Premaratne and Oertli 1994). Divito and Sadras (2014) argued that P and K
deficiencies affect nodule number and growth more than biomass growth of legumes. Therefore, P and
K index were included in the basic P+K model. P index was significantly and negatively related to
%Ndfa for lotus and red clover, but positively related to %Ndfa for white clover. In contrast, K index
was positively related to %Ndfa for lotus and red clover, and negatively for white clover. Overall,

these nutrients accounted at most for 8% of the variance found in %Ndfa.
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A possible explanation for the low impact of these nutrients in the model is that in the present study
both soil P and K levels were often not deficient for legume development and growth. Almost 65% of
the samples taken had a soil P index equal or greater than 1, that is, with soil P levels higher than the
critical levels reported for those species, which was unexpected since soils in Uruguay are usually
thought to be mostly naturally deficient in P (Carambula 2002). Likewise, K index with demanding
critical levels (0.40 meg/100g) was equal or higher than 1 in 40% of cases, and equal or higher than
0.8 in 60% of cases. What is more, with less demanding critical levels (0.34 meg/100g), K index was
equal or greater than 1 in approximately 54% of cases, and equal or greater than 0.8 in 71%. Somado
et al. (2006) reported that the addition of P as a fertilizer affected the total N absorbed by legumes
more than the %Ndfa itself. However, Riffkin et al. (1999) reported a direct association between soil
P and K with %Ndfa in medium-textured and light-textured soils. In the previous mentioned study soil
K were also rarely deficient for this nutrient. In addition Hackney et al. (2019) reported higher
nodulation scores in Trifolium spp. pastures when the ratio between available P : critical P exceeded
0.67.

It should be noted that in the basic P+K model, soil P and K index in all cases have opposite signs
which could indicate an antagonism between these nutrients. James et al. (1995) reported that P
fertilization in lucerne based pastures indirectly affects plant K concentration, since the addition of P
has a positive effect on plant Na, Ca and Mg concentration, so it also increases the mutual antagonism
existing between these four cations. Moreover, in the study carried out by Riffkin et al. (1999)
something similar is reported for nitrogen fixed medium-textured soils, where the soil P and K have
opposite effects on kg of N fixed per tonne herbage dry matter in white clover.

The five factors used in the basic model accounted for 34 to 44% of %Ndfa variation, and the seven
factor used in the basic P+K model accounted for 35 to 50%. In summary, the factors included in the
basic model explained most of %Ndfa variation for the three legumes studied.
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Conclusions

The variation in %Ndfa in the three most widely used forage legumes species in Uruguay was higher
than that previously reported at the level of experimental plots, but lower than that reported by similar

studies conducted on white clover pastures in Australia.
Red clover was the species with less %Ndfa variation and higher %Ndfa average values.

In the three species, the variation in %Ndfa was associated mainly to mechanisms related to the
balance between soil nitrogen availability (PMN, %leguminous) and plant nitrogen demand (N
concentration and N/P ratio): high concentrations of plant nitrogen or soil mineral nitrogen led to

lesser proportions of atmospheric nitrogen in the plants.

Whereas the mechanism mentioned above explained some 40% of %Ndfa variance, and soil chemical
properties did not affect in any major way the nitrogen fixation of the three legumes species, there
remains to be established whether other factors not assessed in the present study could account for the

remaining variability.
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Annexes

Annexes Table 1. Summary values of seven factors examined in a survey for lotus (n=100), white
clover (n=111) y red clover (n=43)

N, nitrogen; P, phosphorus; NMP, nitrogen mineralization potential; IP, Phosphorus index; IK,
Potassium index.

Factor Mean Median Min. Max.
Lotus
NMP (ppm) 73 56 23 186
Legume (%) 48 43 2 100
pH 0-15 5.8 5.5 4.9 75
N/P 15 16 8 20
N (%) 3.7 3.6 1.9 6.6
IP 1.6 1.3 0.3 5.8
IK 0.8 0.8 0.3 1.6
White clover
NMP (ppm) 68 58 16 189
Legume (%) 51 47 2 100
pH 0-15 5.7 5.6 49 8.5
N/P 15 14 8 30
N (%) 35 3.4 2.2 5.2
IP 2.0 1.3 0.3 8.4
IK 0.9 0.9 0.3 3.6
Red clover
NMP (ppm) 68 59 14 185
Legume (%) 55 57 2 100
pH 0-15 5.7 5.6 49 8.5
N/P 16 14 7 29
N (%) 3.6 3.2 2.1 55
IP 2.7 1.3 0.3 5.8
IK 1.1 1.0 0.4 3.6
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