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RESUMEN

La concentracion de proteina cruda es uno de los componentes nutricionales mas
importantes para la alimentacion de los rumiantes a pastoreo. La proteina cruda de los
forrajes se ve afectada por multiples factores como lo son la altura o biomasa de la
pastura, la disponibilidad de agua y el nivel de fertilidad en el suelo. Nuestra hipdtesis
fue que, a través de la fertilizacion, el aumento del contenido de agua en el suelo y la
disminucion de altura del forraje se incrementaria el contenido de proteina en el campo
natural debido a cambios en el contenido de nitrogeno de las hojas verdes, al
incremento en la proporcidn de hojas verdes y a cambios en la composicidn de especies
(favoreciéndose a aquellas mas nitrofilas). La investigacion se realizé entre agosto
2017 y abril 2019, sobre un experimento de largo plazo de fertilizacion de campo
natural, en el cual se evalud el efecto de la fertilizacion (100 kg N/ha/afio y 40 kg
P,Os/ha/afio) y la altura de distintos parches (4, 8, 12 y 16 cm), en periodos que
presentaron diferentes contenidos de agua disponible en el suelo. En las dos
primaveras, Lolium multiflorum fue la especie indicadora del campo natural fertilizado
en todos los parches de altura del forraje, mientras que Paspalum notatum lo fue en
todas las alturas del campo natural sin fertilizacion. La fertilizacion increment6 la
proporcion de tallos en las primaveras evaluadas y disminuyo la proporcién de hojas
verdes durante el verano seco respecto al campo natural sin fertilizar. Este estudio
determind un modelo estructural que identifico a tres grupos claves de variables
intermedias que explican los cambios en la proteina del forraje (coeficiente de
determinacion: 0.89): i) la concentracion de nitrdgeno en hojas verdes (coeficiente de
determinacion 0.73); ii) la estructura del forraje: porcentaje de hojas verdes
(coeficiente de determinacion 0.29) y iii) la composicién de tipos funcionales de
especies: porcentaje de especies Ca (coeficiente de determinacién -0.12).

Palabras clave: campo natural, proteina cruda, fertilizacion, altura de la pastura,

déficit hidrico
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MANAGEMENT AND ENVIROMENTAL FACTORS AFFECTING
CRUDE PROTEIN CONTENT OF NATIVE GRASSLANDS

SUMMARY

Crude protein content is one of the most important nutritional components in the diet
of grazing ruminants. Forage crude protein content is affected by multiple factors such
as sward height or biomass, soil water availability and soil fertility. Our working
hypothesis was that through fertilisation, increasing soil water availability and
decreasing sward height, the crude protein content of native grasslands should increase
due to changes in the nitrogen content of green leaves, an increase in the proportion of
green leaves and through changes in the composition of species (favouring the most
nitrophilous). The research was conducted between August 2017 and April 2019, on a
long-term experiment of native grassland fertilisation. The effect of fertilisation (100
kg N/ha/year plus 40 kg P.Os/ha/year) and patch height (4, 8, 12, and 16 cm) were
evaluated in periods which presented different soil water availability contents. During
both springs, Lolium multiflorum was the indicator species of the fertilised native
grassland throughout all the sward height patches, while Paspalum notatum was an
indicator species of the unfertilised native grassland. Fertilising increased the
proportion of stems during both springs and decreased the proportion of green leaves
during the dry summer, compared to the unfertilised native grassland. This study
presented a structural model that identified three groups of key intermediate variables
which explain changes in the forage crude protein content (coefficient of
determination: 0.89): i) nitrogen concentration in green leaves (coefficient of
determination: 0.73); ii) forage structure (percentage of green leaves; coefficient of
determination: 0.29) and iii) functional types of species composition (coefficient of

determination: -0.12).

Key words: native grasslands, crude protein, fertilisation, sward height, soil water

availability



1. INTRODUCCION

El campo natural es la base nutricional de los sistemas ganaderos de la region Campos
que abarca a Uruguay, centro-este de Argentinay sur de Brasil (Pallarés et al., 2005).
Adicionalmente, estos campos estan conformados por comunidades de alta diversidad
taxondmica y funcional (Lezama et al. 2006) y son fuente de valiosos servicios
ecosistémicos (Weyland et al., 2017). En la region, tradicionalmente, la produccién
sobre campo natural se ha relacionado con bajos niveles de productividad animal. Sin
embargo, hay ejemplos que sugieren que existe un gran potencial de incremento de la
produccion animal, tanto en la fase de recria (Berretta et al., 2000, Nabinger y

Carvalho, 2009, Rodriguez y Rodriguez, 2017) como en la de cria (Soca et al., 2013).

En pasturas cultivadas hay evidencias de que a medida que las plantas forrajeras se
desarrollan y crecen, diluyen la concentracion de proteina cruda del forraje (PC) a
mayor biomasa (Lemaire y Belanger, 2019). En cambio, hay excasa evidencias de qué
sucede en campos naturales que presentan una alta heterogeneidad estructural
representada por parches de diferente composicion de especies (Tonn et al., 2019) y
tipos funcionales (Cruz et al., 2019), acumulacién de biomasa (Moojen y Maraschin,
2002) y estados fenologicos (Fedrigo et al., 2018). En los campos naturales, las
especies se agrupan en diferentes comunidades, las cuales cambian temporalmente su
frecuencia debido a variaciones en el clima, especialmente lluvias (Berretta et al.,
2000), en la intensidad de pastoreo (Altesor et al., 2005) y en la fertilidad del suelo
(Rodriguez y Rodriguez, 2017). Incluso potrero a potrero, la fisionomia de la
vegetacion puede ser variable, y se expresa en un mosaico de parches que difieren en
composicion de especies y altura (Tonn et al., 2019). A pesar de todas estas fuentes de
variacion, en la regién Campos, no existen antecedentes que cuantifiquen los impactos

de las variaciones temporales y espaciales en el contenido de PC del campo natural.

La gran mayoria de los campos naturales presentan uso exclusivamente ganadero. En

estos, la estructura de la pastura es definida como el arreglo espacial de las



comunidades, las especies, la biomasa y sus componentes (hojas, tallos y material
senescente) en el plano vertical y horizontal (Marriott y Carrére, 1998). En los campos
naturales la vegetacion estd compuesta por un mosaico de parches que contienen
diferentes especies y biomasa, los cuales pueden ser diferentes a su vez, en el tiempo
y en el espacio (Herrera y Laterra, 2011). En este sentido, Diaz et al. (2016)
evidenciaron que distintas especies y tipos funcionales poseen diferente capacidad de
acumular biomasa y niveles de contenido de nitrégeno en hojas. Estudios realizados
por Lemaire y Belanger (2019) demostraron que forrajes con mayor proporcion de
hojas verdes relativo a tallos y restos senescentes presentan un mayor contenido de
PC. Por lo tanto, el conocimiento de los efectos de factores ambientales y de manejo
en la composicién de especies y de los componentes de la biomasa permitiria generar
estrategias de manejo que satisfagan la demanda de PC en forraje de los animales en

pastoreo.

Estudios previos en experimentos de largo plazo reportan los siguientes efectos de la
fertilizacion nitrégeno (N) y nitrogeno-fosfatada (NP) en la composicion de tipos
funcionales: i) menor porcentaje de gramineas perennes estivales y ii) mayor
porcentaje de gramineas anuales invernales (Avila et al., 2013, Rodriguez y Rodriguez,
2017). Otros estudios realizados en Festuca arundinacea Schreb. reportan que el nivel
de PC de forraje es dependiente tanto del nivel de biomasa como de la proporcion de
hojas verdes (Lemaire y Belanger, 2019). Por otra parte, en cuanto al efecto de la
sequia sobre el contenido de nitrogeno en la planta, He y Dijkstra (2014) sugieren que
el impacto del estrés hidrico en la reduccion en la absorcion de nitrégeno puede ser
mayor al de la disminucion en el crecimiento de las plantas, lo cual provoca una

disminucion en el contenido de nitrdgeno en el forraje.

Actualmente, en la regiébn Campos no hay evidencia cientifica de cuales son los
principales factores que controlan la concentracion de PC en el campo natural. Una
herramienta atil para un estudio exploratorio de las variables afectadas por multiples

factores son los analisis multivariados (Hair et al., 2011).



1.1 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipdtesis del presente trabajo es que la fertilizacion NP, el aumento del contenido
de agua disponible en el suelo y la disminucion de altura del forraje incrementan el
contenido de proteina en el campo natural debido a cambios en el contenido de
nitrégeno de las hojas verdes, a un aumento en la proporcion de hojas verdes y a
cambios en la composicion de especies.

Objetivo general: identificar y ordenar los efectos de los principales factores que

explican los cambios en el contenido de PC del campo natural.

Obijetivos especificos: i) identificar especies de diferentes combinaciones de sitios:
altura de parche, fertilizacion y condicidn hidrica del suelo,

i) cuantificar el efecto de la fertilizacion en la estructura del campo natural,

iii) cuantificar el efecto del contenido de PC en parches de diferente altura (4, 8, 12y
16 cm) en condiciones de fertilidad contrastante,

iv) identificar un modelo estructural con los principales factores que explican los

cambios en el contenido de PC del campo natural.

1.2 CAMPO NATURAL DE URUGUAY Y LA REGION: SUS PRINCIPALES
CARACTERISTICAS

Los campos de Uruguay integran la unidad biogeografica mas extensa de Sudamérica,
y una de las mas importantes del mundo. Se extienden por 700.000 km?, una region
que comprende el este de Argentina, el sur de Brasil y Uruguay. A esta region se le ha
denominado pastizales del Rio de la Plata (Soriano et al., 1992). En cuanto a la
vegetacion, en los pastizales del Rio de la Plata se han registrado en torno a las 4864
especies de plantas vasculares correspondientes a 194 familias, incluidas varias que
han sido introducidas. Las familias mas importantes en nimero de especies son

asteraceas (659 especies) y poaceas (645 especies) (Andrade et al., 2018).



Uruguay se encuentra entre los paralelos 30° y 35° de latitud sur, zona de transicion
entre clima subtropical y templado. Una particularidad de esta zona de transicion es la
coexistencia de gramineas Cay Cs (Still et al., 2003), aspecto que contribuye a que el
forraje crezca durante todo el afio. En la mayoria de los campos de la region
predominan las especies Cs (Del Puerto, 1969). Ademas, la diversidad edafologica,
topogréfica y geoldgica da origen a diferentes tipos de campos, tanto por su fisonomia
como por su composicion especifica (Rosengurtt, 1943, Millot et al., 1987, Lezama et
al., 2011). Uruguay, a pesar de su escasa superficie, es una de las regiones mas diversas
a nivel mundial (centro de diversidad primario de especies vegetales). En Uruguay se
han identificado 2750 especies de plantas superiores, de las cuales 302 son lefiosas
(Brazeiro, 2015).

Los campos naturales, a nivel global, se caracterizan por presentar diferentes tipos de
gramineas nativas, hierbas, pequefios arbustos y, ocasionalmente, arboles, en suelos
con una fertilidad de suelos muy variable (Allen et al., 2011). Para precisar ain mas
ese concepto previo: «... se define como campo natural a aquella vegetacion sin
desmonte en los ultimos 50 afios (fecha de referencia fotos areas del Servicio
Geografico Militar de 1967), con menos de 30 % de cobertura aérea de arboles y/o 70
% de arbustos, con una cobertura basal de al menos 50 % de especies herbaceas nativas
y generalmente dominada por gramineas nativas (adaptado de Oyarzabal M., 2014)»

(Mesa de Ganaderia sobre Campo Natural, 2017).

Los campos naturales presentan una gran heterogeneidad fisondmica, principalmente
debido a la diversidad de especies de plantas que lo componen, donde desde el 80 al
90 % de la biomasa forrajera esta constituida por gramineas, en su mayoria perennes.
Segln Lezama et al. (2011), el conocimiento de las unidades de vegetaciéon y
comunidades es una condicion base para lograr el uso racional y la conservacion del
campo natural. En este sentido, el conocimiento de las principales comunidades,
especies dominantes y/o grupos funcionales que constituyen los campos naturales es
de gran importancia, ya que permite considerar las particularidades ecofisioldgicas de

las especies antes de definir el manejo méas adecuado.



En Uruguay, el 54 % de la superficie estd ocupada por campo natural segin Baeza et
al. (2022). De acuerdo a datos oficiales publicados porDIEA (2022)), hay 44495.957
establecimientos ganaderos que ocupan una superficie de 13.020.000 hectéreas., de las
cuales aproximadamente el 80 % tienen como base forrajera principal el campo
natural. Este valioso recurso, ademas de proveer alimento para los animales, es muy
importante porque proporciona NUMerosos servicios ecosistémicos (secuestro de
carbono, filtrado de agua, habitat, alimento, refugio para la fauna autdctona, entre
muchos otros) (Modernel et al., 2016), ademas de recursos fitogenéticos de valor
medicinal y ornamental (Millot et al., 1987, Berretta et al., 2007, Rivas, 2010).

Los campos naturales de Uruguay han sobrevivido a dotaciones altas y sobrepastoreos
a lo largo de la historia, lo que ha conducido a pasturas muy resistentes al pisoteo y al
diente del animal (Carambula, 1991). Como consecuencia de este manejo, en algunos
sitios se han degradado los campos naturales, lo que ha reducido de manera importante
la densidad de la pastura, y se han producido cambios desfavorables en su composicion
botanica debido a la pérdida de especies de gramineas perennes finas. Cuando ocurren
dichos procesos de degradacion, predominan especies ordinarias, se incrementan las
gramineas xerofilas, las leguminosas son muy escasas, invaden malezas de mediano y
alto porte, se acentuan las diferencias estacionales de produccidn y, en casos extremos,
se acelera la erosion del suelo por ausencia de cobertura vegetal en algunas areas
(Cardmbula, 1991).

El forraje del campo natural es la base alimenticia de la produccion bovina y ovina en
Uruguay. En condiciones de campo natural, cuando se aplican escasas practicas de
gestion del pastoreo, se caracteriza por tener bajos valores productivos y, por lo tanto,
econdmicos (Soca et al., 2007). Uno de los factores causales de los bajos niveles
productivos es la falta de ajuste temporal de la carga animal, lo cual conduce a una
baja altura de forraje en periodos de escaso crecimiento forrajero. Si a la situacion de
escaso forraje disponible para los animales le sumamos la variabilidad climatica entre
y dentro de los afios, se afecta tanto la cantidad como la composicion nutricional del

forraje del campo natural y, con ello, la produccion animal. La principal limitante para



que aumente la produccion de carne es la baja cantidad u oferta de forraje (Mott, 1960),
sobre todo cuando pasa a ser muy limitante en periodos de escaso crecimiento del
forraje como lo son las sequias. Cuando la cantidad de forraje no es una limitante
importante para el consumo animal, estd demostrado que comienza a jugar un rol

fundamental la calidad de la pastura (Sollenberger y Vanzant, 2011).

1.3 CALIDAD DEL FORRAJE

La calidad del forraje es estimada, generalmente, en base a dos caracteristicas: (i) el
contenido de PC y (ii) la concentracion de energia potencialmente digestible y
metabolizable por los animales, la cual es comunmente expresada como la
digestibilidad de la materia organica (DMO) (Ball et al. 2001, Allen et al. 2011).
Ademas, la calidad del forraje es definida como el potencial nutricional de una planta
para alcanzar el desempefio del animal deseado. La calidad del forraje refiere a la
concentracion de nutrientes, la digestibilidad y el resultado final de la digestion
(Collins y Fritz, 2003). Aparte de los factores ya nombrados, Buxton et al. (1995)
identificaron al potencial de ingestion de forraje de los animales como otro de los
factores determinantes de la calidad de la dieta, caracterizando a este factor como
dificil de cuantificar debido a la variabilidad del consumo que existe entre los animales
y a las dificultades para su evaluacion. Referente a los animales, otro factor que influye
en la calidad del forraje es la selectividad. Los nutrientes ingeridos por los animales es
el resultado de la acumulacion de bocados seleccionados con los cuales construyen su
dieta diaria (Montossi et al., 2000).

Hay evidencias de que a medida que las plantas se desarrollan y crecen, hay una
dilucion del valor nutritivo debido a que hay una mayor proporcion de tejido de sostén
(tallos) y material senescente respecto al aparato fotosintético (hojas verdes) (Lemaire
y Belanger, 2019). La relacion del volumen de forraje disponible con su valor nutritivo
es negativa. Esto se debe a que en la medida en que la planta se desarrolla, necesita

mayor proporcion de tejido de sostén (este no solo aumenta en cantidad, sino que



aumenta en espesor) para colocar el aparato fotosintético (hojas) mas alto de forma
que quede expuesto a la energia solar (Lemaire y Belanger, 2019).

La calidad del forraje depende de la época de crecimiento de las pasturas y de las
diferentes fracciones de la planta (hoja, tallo y restos secos) (Chacon y Stobbs, 1976).
También, la materia vegetal se puede dividir en dos componentes que producen
energia para los animales: i) pared celular (tallos y forraje muerto) y ii) contenido
celular (principalmente en hojas verdes). Las paredes de las células pueden componer
entre 40 y 80 % de la materia organica en las plantas forrajeras. El contenido celular
es casi completamente digerible, mientras que la digestibilidad de las paredes celulares
dependerd, principalmente, de su composicién y estructura (Buxton et al., 1995). En
sintesis, las hojas son los 6rganos metabolicos de la planta que poseen el mayor valor
nutricional y son elegidas preferentemente por los animales cuando estos tienen la

posibilidad de elegir.

La calidad del forraje es altamente variable, dependiendo de las especies, la estacion
del afo, el clima, la nutricion de la pastura, la disponibilidad de agua, etc. (Mieres,
2004, Pigurina et al., 1998). La calidad del forraje estd determinada por muchos
factores, a lo que le sumamos —en el caso de las pasturas naturales— la diversidad de
especies que componen estas pasturas, la edad de las plantas y el estado fisioldgico de
estas. En este sentido, determinar la calidad de lo que ingiere el animal es complejo
porque es el resultado de multiples interacciones de diferentes factores.

1.3.1 Definicién e importancia del contenido de PC del forraje

Los valores proteicos de los alimentos y los requerimientos de los animales se
expresan, generalmente, en términos de PC. Las proteinas son compuestos organicos

complejos que contienen carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y azufre. Dichos



compuestos se encuentran en todas las células vivas, donde se relacionan con todas las
fases de actividad vital de las células (McDonald et al., 2011). Las plantas son capaces
de sintetizar sus propias proteinas a partir de compuestos nitrogenados simples como
lo son los nitratos. Sin embargo, los animales no pueden sintetizar el grupo amino y
para construir sus proteinas deben tener una fuente dietética de aminoacidos (CSIRO,
2007). Ciertos amino&cidos pueden ser producidos a partir de otros, proceso conocido
como transaminacion. Sin embargo, los esqueletos de carbono de algunos aminoacidos
no pueden sintetizarse en el cuerpo del animal: estos son llamamos aminoacidos
esenciales (CSIRO, 2007).

El suministro de aminoacidos a partir de proteinas microbianas limita la cantidad y la
calidad para alcanzar las maximas tasas de crecimiento en animales jovenes y para
lograr buenos desempefios productivos. Ademas, hay reportes de que el bajo contenido
de PC de las especies forrajeras tropicales y subtropicales en las estaciones secas
reduce el crecimiento animal y extiende los tiempos desde la pubertad hasta la prefiez
de los animales jovenes, a la vez que afecta la reproduccién y la lactancia en animales
adultos (CSIRO, 2007, Hennessy, 1983). Esto puede deberse a que cuando la
concentracion de PC en los forrajes es menor a 7 % de la materia seca, la fermentacion
ruminal puede verse muy limitada y, generalmente, no se cubren las necesidades de
PC de los rumiantes (Buxton et al., 1995).

El contenido de nitrogeno de los alimentos se expresa en términos de PC, el nitrdgeno
total de un alimento multiplicado por el factor 6,25. El factor 6,25 surge de la relacion
100/16, porque las proteinas en promedio tienen 16 % de nitrégeno. Para realizar este
calculo de la concentracion de PC de los alimentos, se hacen dos suposiciones: 1) todo
el nitrégeno esté presente como proteina y 2) toda la proteina alimentaria contiene 160
g N/kg. El valor de PC incluye proteina verdadera y otros compuestos nitrogenados no
proteicos (NNP) obtenidos por otros métodos de estimacién. Ambas suposiciones no
son totalmente aplicables a la variabilidad de proteinas existentes debido a que: 1) no
toda la proteina tiene 16 % de nitrogeno y 2) no todo el nitrégeno que contienen los



alimentos son proteinas verdaderas; también hay amidas, amino&cidos, glucosidos,

alcaloides, amonio, etc. (McDonald et al., 2011).

En algunos alimentos como, por ejemplo, forraje fresco o en el caso del ensilaje del
nitrégeno disponible, el factor 6,25 puede ser menor debido a que tienen compuestos
nitrogenados que no forman parte de proteinas. Sin embargo, en la estimacion de los
requerimientos proteicos de los animales el calculo de la PC estd hecho con el valor
de 6,25, es una convencion generalmente aceptada a nivel internacional (Mieres,
2004). También debe tenerse en cuenta que el NNP tiene valor nutricional para los
rumiantes, ya que es incorporado a la proteina microbiana que es sintetizada en el
rumen de los animales (CSIRO, 2007). Cuando la energia en el rumen no esta limitada,
la proteina microbiana puede ser suficiente para cubrir los requerimientos para el
mantenimiento y crecimiento de los animales. Sin embargo, cuando la energia esta
suficientemente limitada, puede que la PC no sea tampoco suficiente para los
requerimientos de animales en crecimiento, lactacién o prefiez tardia (Buxton et al.,
1995). Las necesidades de PC para el ganado de carne adulto a mantenimiento oscilan
en un minimo de 7 % de la materia seca, mientras que para ganado lechero de alta

produccion en lactacion puede alcanzar hasta el 19 % (Buxton et al., 1995).

1.3.2 Variaciones en el contenido de PC sequn los tipos funcionales de plantas

Los campos naturales de Uruguay poseen una alta heterogeneidad de tipos de suelos,
lo que determina diferentes tipos de comunidades de plantas, y ello implica diferente
produccién de forraje, distribucién estacional, y valor nutricional (Carambula, 1991).
El componente principal de la vegetacion de todas las comunidades de campo natural
son las gramineas perennes, un nimero reducido de leguminosas, un numero elevado
de hierbas (pero, generalmente, de escasa contribucion a la biomasa) y algunas
gramineas anuales. Las gramineas pueden ser de tipo C3 0 C4, predominando estas

ultimas (Del Puerto, 1969). Los diferentes tipos funcionales de plantas tienen



diferentes concentraciones de PC, y esto lo podemos ver en el trabajo de

(1990), en la figura 1.
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Figura 1. Contenido de proteina cruda PC (g/kg) para diferentes tipos funcionales:

gramineas y leguminosas tropicales y templadas (adaptado de Minson, 1990)

Segun Minson (1990), la principal diferencia entre las leguminosas y las gramineas es

que tienen diferentes contenidos de PC, con promedios de 170 y 115 g/kg de MS en

cada familia, respectivamente. Entre las gramineas, las diferencias principales radican

entre si son templadas o tropicales, con medias de 129 y 100 g/kg de MS,

respectivamente. Existen algunas gramineas tropicales que, al acumular mucho

forraje, presentan 60 g de PC/kg MS o menos, estos valores son inferiores a los

requerimientos minimos para cubrir el funcionamiento de las bacterias del rumen

(Minson, 1990). Los bajos niveles de PC en estas gramineas tropicales estan asociados
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a su ruta metabdlica Cs, asi como a la alta proporcion de tallos y grandes haces
vasculares en sus hojas (Wilson y Minson, 1980).

En el cuadro 1 se pueden observar diferentes reportes del contenido de PC en las
pasturas de diferentes comunidades de campo natural ubicadas en distintos tipos de
suelo del Uruguay. En primavera y verano, el porcentaje de PC desciende, explicado,
principalmente por un aumento de forraje disponible, y con ello ocurre una dilucién
del contenido de PC. En los suelos fértiles del grupo de Fray Bentos, se puede observar
el mayor porcentaje de PC en invierno; esto puede deberse a un importante porcentaje
de especies invernales productivas que existen para esos campos en esa estacion del
afio (De Souza, 1985).

Cuadro 1. Valores de proteina cruda (PC) para los suelos cristalino, basalto profundo,
basalto superficial, areniscas, Fray Bentos, pampeano, Fraile Muerto, Libertad,
cuaternario, aluviones modernos y Yaguari, de Uruguay, para las estaciones de otofio,

invierno, primavera y verano.

Suelos

Otorio

Invierno

Primavera

Verano

Cristalino

10,2 3,4 (13)

14,0 £7,7 (13)

8,1+1,2(11)

8,4 +1,1(10)

Basalto
Profundo

10,3+ 1,8 (4)

10,5+2,0 (5)

8,7+ 16 (5)

83+ 1,1(4)

Basalto
superficial

9,0 +2,0 (3)

10,9+0,7 (3)

85+27(2)

79+14(2)

Areniscas
Tacuarembo,
Cretécico,
Devonico

8,8+21(7)

9,7 +2,1 (9)

8,4+1,6(7)

7,6 1,6 (6)

Fray Bentos,
Pampeano,
Fraile Muerto,
Libertad,
Cauternario

10,4 + 1,4 (5)

18,9 3,8 (4)

6,7+0,5 (5)

9,0+ 0,6 (3)

Aluviones
modernos

9,0+1,1(2)

12,6 +0,9(2)

7,2 £0,05 (2)

8,811 (3)

Yaguari

84+11(3)

9,9+0,1(2)

10,1 +1,8 (3)

8,6 +1,7 (3)

Referencia: promedio * desviacion estandar; (nUmeros de observaciones)
Fuente: adaptado de Souza (1985) por Carambula (1991).

Salvo algunos casos excepcionales, la PC del forraje en los campos naturales de

Uruguay oscila generalmente entre 6 y 13 %, dependiendo fundamentalmente de la
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estacion del afio y de la composicion botanica. Los valores maximos se registran en
invierno y comienzos de primavera, y los valores minimos, a principios de verano
(cuadro 2) (Berretta et al., 1990).

Cuadro 2. Valores de proteina cruda (PC) para los grupos funcionales gramineas Cz y

gramineas Cs4 para las estaciones de otofio, invierno, primavera y verano

Otofio Invierno Primavera Verano
______________________________ 0/ mmmm e o

Gramineas Cs 6,5-11,0 6,5-11,0 9,0-14,0 6,0 - 8,0
Gramineas C3 6,0-150 11,7-16,0 10,5-12,0 43-772

Adaptado de Berretta et al. (1990).

En el cuadro 3, se puede observar como una misma especie puede variar su contenido
de PC de acuerdo con el tipo de suelos, el pastoreo y al afio de evaluacion. En este
sentido, los trabajos de Invernizzi y Silveira (1992) y de Berretta et al. (1990)
evaluaron algunas especies similares, 1o que nos permite comparar su contenido de
PC.. El experimento de Invernizzi y Silveira (1992) se desarrolla en un campo virgen
de la zona basaltica sobre suelos profundos (Brunosoles y Vertisoles). Dichos autores
reportaron que las especies predominantes en estos suelos eran estivales, mayormente
finas y tiernas. El muestreo se realiz6 en un sistema de pastoreo rotativo con ovinos en
1.200 ha, dividido en 12 potreros con un area aproximada de 100 ha cada uno, con 5
dias de ocupacion en cada potrero y, luego, 55 dias de descanso. Por otra parte, el
experimento de Berretta et al. (1990) fue llevado a cabo en Estacién Experimental
Mario A. Cassinoni (EEMAC), en un campo natural virgen sobre un suelo brunosol, y
fue pastoreado por vacunos y lanares. La dindmica estacional en los porcentajes de PC
se mantiene para las especies estivales, similar a lo ya observado en el cuadro 2. En
ambos experimentos, las especies que presentan mayor contenido de PC son Paspalum
dilatatum y Paspalum notatum. Sin embargo, estas variaron su contenido de PC (%)
para Paspalum dilatatum principalmente en las estaciones de otofio (14 vs. 10) e
invierno (14 vs. 9,8) en los trabajos de Invernizzi y Silveira (1992) y Berretta et al.

(1990), respectivamente. Asimismo, Paspalum notatum mostro variacion de su PC,
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principalmente en las estaciones de otofio (12,1 vs. 9,9) e invierno (12,4 vs. 11), en los
trabajos de Invernizzi y Silveira, (1992) y Berretta et al. (1990) respectivamente.
Mientras que las especies P. plicatulum varia muy poco entre sitios, M. selloana
mantiene valores PC por debajo o similares a P. dilatatum y P. notatum.. En ambos
casos fue mayor el porcentaje de PC para el trabajo de Invernizzi y Silveira, (1992), se
le atribuye estas diferencias a los siguientes factores: tipos de suelo, disponibilidad de
forraje, sistema de pastoreo, carga animal, composicion de la carga, tipo de campo,

condiciones climaticas del experimento, entre otros.
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Cuadro 3. Contenido de proteina cruda (PC) para las especies de campo natural Andropogon lateralis, Axonopus fissifolius,
Bothriochloa laguroides, Mnesithea selloana, Paspalum dilatatum, Paspalum notatum, Paspalum plicatulum, Schizachyrium

microstachyum y Andropogon ternatus durante primavera, verano, otofio e invierno.

A A | B A | B A | B A | B A
Primavera | Primavera VVerano Verano Otofio Invierno Plrr;\r:q'z\r/r;?a

Andropogon lateralis Nees
var. trichocoleus (Hack.) 10,2 8,7 - 6,2 - 79 - 9 - 8,2
Henrard
Axonopus fissifolius
(Raddi) Kuhim. 7,6 7,9 - 6,4 - 10,2 - 11 - 8,2
Bothriochloa laguroides
(DC.) Herter 10 7,9 13,5 5,7 6,8 10 7 7,8 - 9,9
Mnesithea selloana (Hack.) 8,1 5,8 10 . 6,8 11,9 75 11,9 7.8 12
de Koning y Sosef
Paspalum dilatatum Poir.
ssp. flavescens Roseng., 13,8 - 12,5 9 8,2 14 10 14 9,8 13,9
B.R. Arrill. y Izag.
Paspalum notatum Fliiggé 10 10 14 6,2 7 12,1 9,9 12,4 11 12,2
var. saurae Parodi
Paspalum plicatulum 7.8 7.8 8,1 5,8 6,2 8,1 8 9,1 9,5 -
MiChX. 1 1 1 i) i) ) i) i)
Schizachyrium
microstachyum (Desv. ex
Ham.) Roseng., B.R. Arrill. 6.1 6 i 5 i ! i 81 i n
y lzag.
Andropogon ternatus i i i i i i
(Spreng.) Nees 9.5 6 10,2 9.5

A Invernizziy Silveira (1992), B: Berretta et al. (1990)
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1.3.3 Dindmica de la acumulacién de biomasa y el contenido de PC en el forraje de
campo natural

El campo natural estd dominado por especies de gramineas perennes principalmente
subtropicales (C4) y, en menor medida, gramineas templadas (Cs). Dicho recurso posee
una marcada heterogeneidad espacial y temporal, determinada, principalmente, por los
tipos de suelo y la intensidad de pastoreo (Berretta et al., 2000), asi como por las
variaciones climaticas. En los potreros de campo natural se generan diferentes
estructuras de la pastura que coexisten en el tiempo y en el espacio, caracterizadas por
diferentes alturas, especies, proporcion de forraje verde, forraje seco y tallos (Jaurena
etal., 2021).

El contenido de nitrégeno o PC de cada especie estara determinado, en parte, por la
proporcion de tejido que contenga (hojas, tallos y resto seco). Uno de los eventos que
modifica la proporcién de tejidos es el desarrollo reproductivo de las especies,
aumentando la fraccion tallos e inflorescencia, que afectan de forma negativa la
calidad del forraje (Chapman et al., 2014). Hay evidencia de que la concentracion de
nitrégeno entre las hojas verdes de un mismo macollo de una planta es diferente debido
a que tienen diferente edad y, ademas, estadn ubicadas a distintas alturas, lo que
determina que algunas estén mas expuestas a luz y otras, mas a la sombra. Ademas,
estas hojas pueden desarrollarse bajo diferente suministro de nitrégeno por parte del
suelo, lo que determinaria que la PC en la planta no sea uniformemente distribuida
(Gastal y Lemaire, 2002, Grindlay, 1997).

Lemaire et al. (1991) estudiaron el flujo de nitrégeno (N) en diferentes niveles de
estratos de hojas dentro de las plantas de alfalfa, las hojas que se encontraban en el
estrato superior eran las que contenian mayor contenido de N. En este trabajo, dicho
nutriente disminuy0 su concentracion a medida que se analizaban hojas de estratos
inferiores, las cuales tienen mayor edad y muchas veces también estan en los estratos

mas sombreados. Este proceso de dilucién del contenido de nitrégeno podria, por un
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lado, estar relacionado con el ajuste de la capacidad fotosintética de las hojas al menor

nivel de luz incidente.

A diferencia de las leguminosas, las gramineas tienen sus puntos de crecimiento y
hojas nuevas en la base de la planta y la punta de las hojas es la parte mas vieja. El
flujo de nitrégeno en la planta también podria estar relacionado con la senescencia, ya
que redistribuye el nitrogeno a hojas mas nuevas previo a la muerte de las mas viejas,
posicionadas, generalmente, en el estrato inferior. Al igual que en las hojas, los tallos
mas expuestos a la luz son los que tienen mayor contenido de nitrégeno (Lemaire y
Culleton, 1989). Cuando la planta comienza el periodo de senescencia, hay una
autolisis de los compuestos nitrogenados en las hojas mas viejas, para destinar este
nitrégeno a las zonas en activo crecimiento. Este reciclaje de nitrdgeno es muy
importante, pudiendo reciclarse hasta un 75-80 % de nitrogeno foliar; solo el 20-25 %
retorna al suelo en las hojas senescentes no defoliadas (Lemaire y Culleton, 1989).

1.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CONTENIDO DE PC DEL FORRAJE

Son varios los factores que influyen en el contenido de PC del forraje, en este estudio
nos centramos en discutir el efecto de la fertilizacion NP, el déficit hidirco y el
pastoreo en el contenido de PC del forraje.

1.3.1 Efecto de la fertilizacion NP en la produccién y contenido de PC en el forraje

Los campos naturales estan compuestos principalmente por gramineas, por lo tanto, es
esperable que respondan al agregado de fertilizantes nitrogenados. Las gramineas
tienen altas demandas de nitrogeno y la concentracion del mineral en el suelo es,
generalmente, limitante para el crecimiento vegetal. Las gramineas necesitan
nitrégeno para producir clorofila y proteina suficiente, para macollar y elongar las
hojas, sobre todo luego de pastoreos y durante las estaciones de alto crecimiento
(Bemhaja, 1994).
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Bemhaja (1994), en experimentos de fertilizacion con 120 kg/ha de nitrogeno en un
campo natural de basalto profundo, obtuvo un incremento de 83 % de produccion de
forraje respecto a un testigo sin fertilizar. Ademas, dicha autora detectd mayor calidad
del forraje en la pastura fertilizada y cambios en la composicién botanica. La
fertilizacion nitrogenada favorecio a las especies de ciclo invernal y a tipos productivos
tiernos, por lo que aumento la calidad de la pastura. Ademas, el tratamiento en el que
se introduce una especie leguminosa es donde se aprecia mayor descenso de la fibra e
incremento de PC. Los tratamientos de N no cambian sustancialmente en fibra pero si
en PC (cuadro 4). Ademas, en este trabajo, la fertilizacion incrementd el tamafio y peso
de los macollos, asi como el nimero de estos, el largo y ancho de las ldminas y el

ndmero de inflorescencias.

Cuadro 4. Contenido de fibra (FDN y FDA) y proteina cruda (PC) de campo natural
(CN), CN mas leguminosas (CN + Leg), CN mas 40 unidades de N (CN + 40N), CN
mas 80 unidades de N (CN + 80N), CN mas 120 unidades de N (CN + 120N) en basalto

~ Tratamiento FDN FDA PC

CAMPO NATURAL 73.95 39.25 9.25

CN + LEG 62.30 23.45 18.95

CN + 40N 67.15 36.70 10.45

CN + 80N 65.65 35.30 13.20

CN + 120N 66.70 35.40 13.45
profundo

Fuente: adaptado de Bemhaja (1994).

Por otra parte, en otros experimentos que combinaron diferentes dosis de fertilizantes
nitrogenados con diferentes ofertas de forraje, Boggiano et al. (2005) y Zanoniani et
al. (2011) obtuvieron respuestas donde los tratamientos fertilizados superaron en
produccion de forraje invernal a aquellos sin fertilizacion. Ademas, los aumentos en
produccién de forraje en dosis elevadas de nitrogeno fueron optimizados utilizando

bajas ofertas de forraje debido al rapido rebrote del forraje. Dicha respuesta fue
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relacionada al tipo de gramineas presentes (Bromus auleticus y Nasella neesiana), las
cuales explicarian parte de la respuesta lograda (Boggiano et al., 2005, Zanoniani et
al.,, 2011). Aumentos en la acumulacion de forraje anual, con aumentos en la
produccidn invierno-primaveral a partir del cuarto afio de fertilizacion, también fueron
reportados por (Rodriguez y Rodriguez, 2017).En la figura 2 se observa como varia la
concentracion de N en el forraje de Festuca arundinacea en funcién de la dosis de N
aplicado al suelo. Para un mismo valor de N aplicado, a medida que aumenta la
biomasa de forraje (t/ha), se diluye la concentracion de N en este Lemaire y Belanger
(201).

6

& NO
B N50
A N100

® NI50

Concentracion de N del forraje (%MS)

0 1 2 3 4

h

6 7
Biomasa (ton/ha)

Figura 2. Adaptado de Lemaire y Belanger (2019). Variacion de la concentracion de
N (N%) en relacidn con la masa de forraje (toneladas por hectarea), durante la estacion
de crecimiento primavera para Festuca arundinacea Schreb, bajo diferentes niveles de
fertilizacion con nitrogeno aplicado. La linea roja punteada representa la curva critica
de dilucion de nitrogeno (%N = 4,8W—0,32), correspondiente al minimo porcentaje de

nitrégeno en la biomasa necesario para alcanzar la maxima biomasa de forraje.
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La respuesta del campo natural a la fertilizacion exclusiva con fésforo puede ser baja
debido a la baja proporcion de leguminosas nativas que estan presentes en los campos
de la region (Berreta, 1998). Sin embargo, si existe una fertilizacién basal con
nitrégeno, el campo natural también incrementa su crecimiento en respuesta al
agregado de fertilizante fosfatado (Rubio et al., 1997, Madeira, 2019).

1.3.2 Efecto del déficit hidrico en el contenido de PC del forraje

Todas las plantas requieren cuatro recursos principales para crecer: agua, nutrientes,
radiacion solar y CO>. Si bien muchas veces se estudian los recursos por separado, en
agronomia existen colimitaciones muy importantes, como, por ejemplo, el agua y los
nutrientes. Esta colimitacion es ain mas importante en un contexto de cambio
climatico con sequias frecuentes, lo cual puede derivar en una disminucion en la

producciony en la calidad de los forrajes de los campos naturales (Durand et al., 2010).

Los efectos ambientales actian sobre los procesos fisioldgicos de las plantas y se
reflejan en el crecimiento y la calidad del forraje. Las variaciones anuales, estacionales
y geograficas del ambiente alteran el crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que
provoca que la calidad del forraje sea el resultado de la interaccién de multiples
factores y no algo estable para los animales que pastorean (Buxton et al., 1995). Los
factores ambientales que tienen mayor efecto en el valor nutritivo de los forrajes son:
temperatura, radiacién solar, agua y nutrientes disponibles en el suelo (Buxton et al.,
1995). De estos, la disponibilidad de agua y nutrientes del suelo son algunos de los
principales factores que condicionan la calidad del forraje.

El agua es un impulsor de los procesos naturales de los ecosistemas, ya que también
influyen en los ciclos biogeoquimicos (nitrégeno, fosforo y otros). El déficit hidrico
provoca una reduccion de la conductancia estomatica, lo que causa una caida en la tasa
de la fotosintesis y en la traspiracion y, consecuentemente, en la asimilacion de CO;

(Farooq et al., 2012, He y Dijkstra, 2014). También, el menor suministro de los
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nutrientes a las plantas puede darse por la menor humedad del suelo, la cual provoca
menor tasa de mineralizacion (He y Dijkstra, 2014).

El déficit hidrico generalmente inhibe el macollaje y el rebrote del forraje y también
acelera la muerte de macollos ya establecidos. El &rea foliar y, en consecuencia, la
densidad de hojas verdes se reduce debido a la aceleracion de la senescencia de las
hojas mas viejas (Otegui, 1992). En la medida en que las hojas mas viejas mueren,
tanto el nitrdgeno como los carbohidratos solubles se movilizan y se mueven hacia las
hojas mas nuevas u oOrganos de reserva (Hikosaka, 2005). Bajo estrés hidrico
prolongado, muchas hojas se mueren y algunas especies perennes pueden entrar en
dormancia, lo que hace que la mayoria de los nutrientes sean traslocados hacia las

raices, resultando esto en una disminucion en la calidad de forraje (Eziz et al., 2017).

1.3.3 Efecto del pastoreo en el contenido de PC del forraje

Las hojas representan las partes de mayor calidad del forraje y son elegidas
preferentemente por los animales cuando estos tienen la posibilidad de seleccionar su
dieta (Gibson, 2009). Por su parte, a medida que avanza la estacion de crecimiento, la
proporcion de tallos aumenta y disminuye la calidad tanto de las hojas como de los
tallos (Gibson, 2009). En experimentos de defoliacion progresiva, Chacon y Stobbs,
(1976) reportaron que, en las primeras etapas de la defoliacion, las vacas seleccionaron
principalmente hojas, siendo la dieta > 80 % de hojas verdes en los estratos superiores
de la vegetacion, y alli el consumo fue maximo. A medida que disminuyé la cantidad
de hojas verdes disponibles y aumentaron los tallos y restos secos, los animales
tomaron bocados mas pequefios y aumentd el tiempo de pastoreo. Por su parte, en las
etapas finales de la defoliacion, disminuyeron tanto el tiempo de pastoreo como el
namero de bocados, lo que dio como resultado una baja ingesta de forraje. En estas
condiciones, Chacon y Stobs (1976) concluyeron que la hoja es el componente mas
importante del forraje y que tanto el porcentaje como la densidad de hojas verdes son

los principales factores que influyen en la ingesta de los animales en pastoreo. En
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definitiva, las alturas seleccionadas de los parches son moldeadas por el pastoreo
animal y en ese accionar entra la selectividad orientada por la estructura presente (Mott

y Lucas 1952) y por los tipos productivos de plantas.

1.4 ANALISIS MULTIVARIADOS: MODELO DE ECUACIONES
ESTRUCTURALES

Los modelos de ecuaciones estructurales son una herramienta estadistica multivariada
que permiten estimar los efectos y las relaciones entre maltiples variables (Hair et al.,
2011). Especificamente, dichos modelos permitirian ayudar a examinar las relaciones
causales directas e indirectas de la fertilizacion, el nivel de biomasa y el contenido de
agua en el suelo en el contenido de PC del forraje.

2. WHAT CONTROLS THE CRUDE PROTEIN CONTENT VARIATION OF A
BASALTIC “CAMPOS” NATIVE GRASSLAND OF SOUTH AMERICA?

Este articulo corresponde al capitulo 2 de la tesis. What Factors Control the Crude
Protein Content Variation of a Basaltic “Campos” Native Grassland of South
America? Nuafiez Laura, Hirigoyen Andrés, Durante Martin, Arroyo José Maria,
Cazzuli Fiorella, Bremm Carolina and Jaurena Martin. Fue aceptado 19 de julio de
2022 por la revista Agronomy (Management of Grasslands: Forage Growth and
Nutritive Composition, Livestock Grazing and Performance). Publicado en
https://www.mdpi.com/2073-4395/12/8/1756/htm

2.1 RESUMEN

El campo natural es la principal fuente de alimento para el ganado en la region
“Campos” en Sudamérica. El forraje del campo natural tiene la caracteristica de ser
heterogéneo en composicion de especies, sistema de pastoreo y fertilidad del suelo,

todos estos factores que afectan en el tiempo y en el espacio el contenido de proteina
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cruda en el forraje del campo natural. A pesar de la importancia del contenido de
proteina cruda en la nutricion de los animales a pastoreo, existe una brecha de
conocimiento de cémo influyen la fertilizacion, la altura de la pastura y la
disponibilidad de agua del suelo, en el contenido de proteina cruda del forraje.
Utilizamos datos de un experimento de fertilizacion de campo natural de largo plazo
para construir un modelo estructural para identificar los principales factores que
influyen en el contenido de proteina cruda en el forraje del campo natural en suelos de
basalto, al norte de Uruguay. EI modelo estructural revelo que tanto la fertilizacion
como el aumento de la disponibilidad hidrica en el suelo (a traves del aumento en el
contenido de nitrégeno en las hojas verdes), son la principal via mediante la cual
aumenta el contenido de proteina cruda en el forraje de campo natural. Este nuevo
enfoque que identifica y cuantifica los principales factores que inciden en el contenido
de proteina cruda del forraje del campo natural, podria ser util en modelos de
prediccion del contenido de proteina en el forraje con el fin de apoyar la nutricion de

los animales en pastoreo sobre campo natural.

Palabras claves: contenido de proteina cruda del forraje, campo natural, altura de la
pastura, fertilizacion, disponibilidad de agua en el suelo.

2.2 ABSTRACT

Native grasslands are the main source of food for livestock in the Campos region of
South America. These forage resources are heterogeneous in species composition,
grazing management, and soil fertility within a context of variable climate, all of which
are factors that affect forage crude protein content over time and space. Despite the
importance of protein in livestock nutrition, there is a gap in the knowledge of how
fertilisation, sward height, and soil water availability influence thecrude protein
content of these grasslands. We used data from a long-term fertilisation experiment to
construct a structural model aiming to identify the main factors influencing forage
crude protein content of a basaltic native grassland in northern Uruguay. The structural
model revealed that both fertilisation and the increase in soil water availability
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(through the improvement of the nitrogen content of green leaves) are the main
pathways by which forage crude protein content increases.

This new approach (which identifies and quantifies the main factors that drive forage
crude protein content of native grasslands) could be used to support prediction models
for forage protein content in order to improve grazing livestock nutrition of Campos
native grasslands.

Keywords: forage crude protein content; native grasslands; sward height, fertilisation;

soil water availability

2.3 INTRODUCTION

Pastures and especially native grasslands are the most inexpensive way to feed
ruminants due to their ability to digest fibrous feeds. In the Campos region of southern
South America, livestock production is based on the use of species-rich native
grasslands (NG), which has a high potential for productivity improvement [1,2] and
ecosystem services provision [3,4]. Forage quality is a key factor in determining
livestock productivity in NG-based production systems, mainly when the forage
allowance does not limit livestock intakes [5]. Several studies have reported that the
forage crude protein content (FCPC) of NG can be a limiting resource for livestock
production [6-9]. Due to the lack of information on the factors influencing FCPC of
beef cattle grazing systems, it has not yet been possible to carry out precision

management of livestock nutrition under grazing conditions.

Most NGs are composed of a spatial mosaic of patches that temporally varies in species
composition [10, 11] as well as the relative abundance of C3 and C4 functional types
[12, 13]. Grass species of C4 functional types are the main component of NGs [14],
which have greater content of vascular bundles in their leaves compared to Cs grasses,
which makes them of lower quality [15]. In addition, the plant composition of this NG
can also spatially vary as a function of a gradient of soil water availability (SWA)

determined by soil type and rooting depth [14] and also due to the canopy’s height
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[16]. Thus, this spatio-temporal heterogeneity in the species composition can lead to
significant variations in the quality of forage, particularly in FCPC [17].

On the other hand, the occurrence of temporal variations in forage quality is associated
with climatic conditions. Under drought conditions, the reduction in nitrogen
absorption capacity may be greater than the decrease in plant growth, thus decreasing
FCPC [18]. Within this context, SWA restrictions cause a dilution of FCPC by limiting
the nitrogen absorption capacity as well as by the increase in the proportion of
senescent material [18]. On the contrary, a meta-analysis study of climate change
effects on forage quality in NG of Dumont et al. [19] detected an opposite trend,
showing that a SWA restriction led to an increase of 5% in FCPC. Specifically, in NGs
there is a knowledge gap on how SWA restrictions may influence FCPC in different
contexts of soil fertility, sward heterogeneity, and species diversity.

The structural arrangement of the sward can also influence their FCPC [17]. Sward
structure is defined as the spatial arrangement of the plant species, the standing
biomass, and its morphological components (green leaves, stems, and senescent
material) in the vertical and horizontal planes [20]. Moreover, the different species and
plant functional types may have different capacities to accumulate biomass and
nitrogen in their leaves [21, 22]. There is evidence from studies carried out on
cultivated pastures that as forage plants develop and grow over time, they dilute their
FCPC [23]. However, more research based on an integrative approach is needed to
refine the knowledge of the effect of species composition and sward structure of FCPC
of NG.

Previous studies in long-term experiments have found changes in species composition
and plant functional types frequencies in response to nitrogen and phosphate
fertilisation [24, 25]. In this sense, Rodriguez and Rodriguez [24] demonstrated that
fertilisation decreased the frequency of summer perennial grasses and increased
nitrophilic species, mainly winter annual grasses. These changes in botanical
composition favour fast growing Cs photosynthetic pathway species with a greater

capacity to capture nitrogen [24], which could be also associated with an increase in
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FCPC of NG. Thus, understanding the dynamics of species and functional type
responses to NG fertilisation within a context of variable SWA is essential to predict
the FCPC of NG.

To our knowledge, there is no scientific evidence of the mechanisms explaining how
fertilisation, SWA, and sward height influence the FCPC through a variation in
nitrogen content of green leaves with respect to the components of the sward structure
and plant functional type frequencies. This study aimed to explore the main drivers
that influence FCPC in a basaltic NG sward of Uruguay and to determine the

intermediate pathways operating at different scales through a structural model.

2.4 MATERIAL AND METHODS

2.4.1 Site Description and Experimental Design

The research was conducted over a period of two years in two cycles, each cycle being
a spring-summer growing season (first cycle 2017/2018, second cycle 2018/2019).
During the two years, several pasture and climatic variables were registered. The study
was conducted using the experimental units of an ongoing long-term experiment
established in 1995 at Glencoe experimental station of the National Agricultural
Research Institute (INIA), located north-west Uruguay Latitude: 32°09° S; Longitude:
57°81°W). The experimental long-term treatments consisted of two management
schemes: (i) an unfertilised native grassland (UNG) as a control treatment, and (ii) an
annually fertilised native grassland (FNG) with 100 kg N/ha and 40 kg P2Os/ha. Each
year, phosphorus (as superphosphate) was applied to the FNG at the beginning of
autumn, while nitrogen (as urea) was applied in two fractions of 50 kg/ha of N each at
the beginning of autumn and spring. The experimental units were four paddocks of
two ha randomly allocated in two blocks. The soil of the research station has a basaltic
origin, with high clay content and medium-high potential rooting depth (Hapludolls).
The sward was continuously grazed by livestock, with monthly stocking rate
adjustments when necessary, aiming to maintain the sward height between 6 and 10
cm using the “put and take” method [26]. In practice, when the average pasture height

deviated above or below the target range of 6 to 10 cm, 100 kg of livestock liveweight
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per ha were put on or taken off for each cm below or above the target range,
respectively. To that end, three tester calves and a variable number of put-and-take
calves were used to maintain the target sward height. The animals of the first cycle
entered with an average liveweight of 163 + 10 kg, while animals of the second cycle
entered with 184 + 6 kg. Before the beginning of each annual evaluation cycle
(autumn), a forage deferment (stockpiling) was carried out until a target overall
average sward height of10 cm was reached. Despite 10 cm being the target average
sward height, the sward’s heterogeneity still made it possible to find other heights
within the same pasture (e.g., patches of 4, 8, 12, 16 cm). The stockpiling period of
standing forage for the first and second cycle was 50 and 90 days, respectively.

2.4.2 Grasslands Measurements and Forage Sampling

The forage sampling procedure was carried out according to Figure 1. On each
sampling date (springs of 2017 and 2018 and summers of 2018 and 2019), four
different “patches” were identified on each plot according to their height into: 4, 8, 12
or 16 cm. To determine these heights, five random measurements were taken within a
0.5 x 0.2 m quadrat placed on each patch. Above ground clippings were performed on
each quadrat, into 4 cm thick strata. Thus, 4 cm patches were trimmed into one forage
sample (0—4 cm), 8 cm patches were trimmed into two forage samples (0—4 and 4-8
cm), 12 cm patches were trimmed into three forage samples (04, 4-8 and 8-12 cm),
and 16 cm patches were trimmed into four forage samples (04, 4-8, 8-12 and 12-16
cm). Five samples per patch per stratum were harvested and then taken to the lab,
where each of them was fresh weighted and separated into three sub-sample plant
fractions: green leaves, green stems and inflorescences, and dead material. Once this
procedure was over, all similar fractions of the same paddock, patch and stratum were
pooled into a simple sample, thus generating three subsamples of each plant fraction
per sampling date. In this way, 30 pooled plant fraction samples were oven-dried at 60
°C until constant weight and finally dry weighed. These samples were later analysed

to estimate CP content, as will be explained in the following section.
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Figure 1. Sampling procedures diagram.

The coverage proportions of all vascular plants were visually recorded in the field
using the Braun-Blanquet scale modified by Ellemberg and Mueller—-Dombois [27]
recording the five most dominant species in five places of 0.1 m2 squares prior to the
biomass sample clippings. Also, to maintain the target average sward height, during
each experimental cycle, sward height measurements were carried out twice a month
on six fixed transects per plot using a graduated ruler. These evaluations were
performed by measuring the upper canopy layer where the highest number of green
leaves apices were concentrated [28].

2.4.3 Forage Crude Protein Analysis

The dried samples of green leaves, green stems and inflorescences, and dead material
of each patch were pooled into upper stratum (the top 4 cm) and the rest of the strata
underneath it (the bottom strata), and subsequently milled through a 1 mm screen in a
NY, USA). Total N
concentration was determined according to the Dumas method (procedure 968.06 of
the Association of Official Analytical Chemists (AOAC) [29]) using a Leco LECO
CHN 628 nitrogen analyser (Leco Corporation, St. Joseph, MI, USA) and expressed
as FCPC (total N x 6.25) concentration. (Appendix B).

2.4. Data Analysis

Thomas-Wiley mill (Thomas Scientific, Swedesboro,
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Soil water availability was estimated using a daily water balance. This balance
considered an available water storage capacity of 80 mm and used the daily rainfall
data obtained from the automatic weather station located at Glencoe experimental
station, as well as the potential evapotranspiration, which was calculated using the
FAO Penman Monteith equation. Data of summer samplings were separated into dry
and wet periods. Three samplings coincided with periods of normal rains with respect
to those expected for the season, while the remaining period was below the average
rainfall (Appendix A). The data was analysed using generalized and mixed linear
models of the Infostat statistical package [30]. The statistical models included
“treatment”, “patch height”, “sampling period” and their interactions as fixed factors,
and “block” as a random factor. Normality of the residuals was evaluated by the
Shapiro-Wilk test (p > 0.05) and the QQ-plot visual assessment. The residuals of
FCPC did not meet normality criteria; therefore, it was necessary to apply a natural-
log transformation. Means for significant fixed effects were compared using Fisher’s
LSD test (p < 0.05). The species indicator value (IndVal) described by Dufrene and
Legendre [31] was used as the measurement index that associates species and
environments. This method is based on the degree of specificity (exclusivity to a
particular environment) and the degree of fidelity (frequency of occurrence within the
same environment). The R package “indicspecies”, was used to identify indicator
species, selecting species with an IndVal greater than 60. We used linear regressions
to verify the relationships among FCPC components’, comparing upper vs. bottom
strata, and comparing the two contrasting summers. If the 95% confidence interval of
the slopes of the regressions overlapped between fertilisation treatments, they were
grouped in the analysis. These regression analyses were performed using InfoStat
software [30]. In addition, we used a partial least squares structural equation modelling
(PLS-SEM) to estimate how fertilisation, forage patch height and SWA affected
FCPC, either directly or indirectly through intermediate variables. An a priori model
with all potential causal relationships was specified and estimated. A bootstrap
analysis of 5000 replications was carried out to test path significance. Subsequently,
the model was simplified, excluding 10 of 18 paths between fertilisation, forage patch

height and intermediate variables and 3 of the 6 paths between intermediate variables
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and FCPC which displayed higher bootstrapped values than the significance level of
0.05. The final model quality evaluation was performed following Hair et al. [32]. All
the quality measures of the variables selected in the final model were significant
(composite reliability coefficients > 0.7 and average variances extracted (AVE) > 0.5).
We used the Smart PLS 3.3.5 software to perform the structural model estimation. This
software uses the PLS-SEM algorithm and a graphical user interface for testing causal

models that include multiple factors [32].

2.5 RESULTS

A total of 40 plant species were registered from UNG and FNG. Fertilisation, patch
sward height, season of the year, and SWA of the soil modified the species
composition. In spring, the winter annual grass Lolium multiflorum Lam. was an
indicator of all the patch sward heights in the fertilised plots. In the UNG treatment,
two summer perennial grasses were found to be an indicator species: Paspalum
notatum Fliggé was an indicator species in all classes of sward heights while Paspalum
plicatulum Michx. was an indicator species of patch sward height of 8 cm or greater.
On the other hand, no indicator species were found in summer for any of the sward
heights. During summer, the summer perennial grass Sporobolus indicus (L.) R. Br.
was an indicator species (only during the dry summer) of patch sward heights of 4, 12,
and 16 cm in the fertilised plots, and Panicum sp. was an indicator species of patch
sward heights of above 8 cm. In the UNG treatment, two summer perennial grasses
were found to be an indicator species, Paspalum plicatulum Michx. was an indicator
species of patch sward height of 12 cm or greater, and Andropogon ternatus (Spreng.)
Nees (only during the drysummer) was an indicator species of patches sward height of
8 cm or greater (Figure 2).
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Figure 2. Indicator species (IndVaL > 60, and p < 0.05) of patch sward heights (4, 8,
12 and 16 cm) of an unfertilised native grassland (UNG) and a fertilised native

grassland (FNG) registered both in spring and summer (wet and dry periods).

The effect of fertilisation on the components of the sward structure varied according
to the sampling period. The proportion of green leaves showed no significant
differences (p > 0.05) between FNG and UNG neither in spring 2017, nor in summer
2019. Nonetheless, during the summer and spring 2018 UNG showed a greater
proportion of green leaves than FNG. The proportion of stems was similar (p > 0.05)
between treatments in the two summers, while during both springs it was greater for
FGN. The proportion of dead tissue was greatest in the dry summer of 2018 compared
with the rest of the evaluations. The proportion of dead tissue presented differences
only during a severe drought occurred on summer 2018, when FNG presented a greater

proportion of dead tissue than UNG (Figure 3).
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Figure 3. Proportion of green leaves, stems and dead tissue (average percentage +
standard error) of an unfertilised native grassland (UNG) and fertilised native

grassland (FNG) during spring 2017, summer 2018, spring 2018 and summer 2019.

During spring, significant differences (p < 0.05) were detected in the proportion of the
biomass components between the forage patches of different heights. The shortest
forage patches (4 cm and 8 cm in spring 2017 and 4 cm in spring 2018) presented a
greater proportion of green leaves than the rest of the patches, in both treatments. The
reduction in the proportion of green leaves was compensated by the increase of stems

and dead tissue in spring 2017 and only by the increase of stems in spring 2018. In
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contrast, in the summer samplings no differences were detected in the proportion of
the biomass components between patches of different heights (Figure 4).

Figure 4. Proportions of green leaves, stems and dead tissue (average percentage *
standard error) of patches with 4, 8, 12 and 16 cm during spring 2017, summer 2018,
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spring 2018 and summer 2019, of the average of an unfertilised native grassland
(UNG) and a fertilised native grassland (FNG).

The relationship between the protein content of different components of the structure
or periods with contrasting SWA was maintained beyond the variations between
fertilisation treatments. The FCPC of green leaves was always above the FCPC of both
dead tissue and stems, regardless of the fertilisation treatment. The FCPC of green
leaves was 2.7% and 3.9% greater on average than in stems and dead tissue,
respectively. On the other hand, FCPC of the upper stratum was 1% greater than that
of the bottom stratum located underneath. During the wet summer, FCPC was 2.5%
greater compared to the dry summer (Figure 5).
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Figure 4. Relationship between forage crude protein content (FCPC) of (a) green

leaves vs. green stems, (b) green leaves vs. dead tissue, (c) all forage from the
illuminated upper sward stratum (top 4 cm) vs. all forage from the shaded sward strata
(forage below the top 4 cm), (d) all forage in the rainy summer vs. all forage in the dry
summer. Patch height: 4 cm (green), 8 cm (blue), 12 cm (yellow) and 16 cm (red).

Point symbols indicate unfertilised native grasslands (UNG) and cross symbols

indicate fertilised native grasslands (FNG). Note: Diagonal grey lines indicate the 1:1

regression line. R2 represents the coefficient of determination and p value indicates

the significance of this coefficient. The slopes of the regressions of each fertilisation

treatment were not different when compared using a 95% confidence interval.
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2.6 DISCUSSION

Our results revealed that NG fertilisation led to strong changes in species composition.
Thus, fertilisation decreased the frequency of the dominant functional group of
summer perennial C* grasses at the expense of increasing winter annual Cs grasses,
mainly Lolium multiflorum, at all sward heights, which are similar results to those
from previous studies [24,33-35]. During winter, annual Cz grasses flower and stem
production is concentrated at the end of the spring while the same production of
perennial C* grasses occurs throughout the summer. However, these changes in species
composition and plant functional type frequency, which imply differences in the
phenology as well as light and nutrient-capture strategies [12], did not lead to

significant variations in FCPC.

The present study identified a structural model that quantified the direct and indirect
effects of sward height and SWA on FCPC. Three groups of intermediate variables
that mediate the path between primary variables (fertilisation, sward height and soil
available water) and FCPC were identified: (i) total nitrogen concentration in green
leaves; (ii) forage canopy structure (proportion of: green leaves, stems, and dead
tissue); and (iii) plant functional type composition (proportion of annual Cs grasses,
perennial Cs grasses, perennial C4 grasses and dicots herbs). The final structural model
revealed that the effects of fertilisation and SWA, through an increase of nitrogen
content in green leaves, were the main pathways that influence FCPC on a basaltic NG
(Figure 6).
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Figure 6. Structural equation model illustrating the direct and indirect effects of
fertilisation, sward height and soil water availability (SWA) on a basaltic native
grassland (NG) forage crude protein content (FCPC). The arrows represent significant
positive (green) and negative (red) pathways, and the arrow width is proportional to
the strength of the relationship. The grey numbers indicate the standard path
coefficients (the strength of a relationship between variables), and the black numbers

represent the coefficient of determination R? of intermediate and final variables.

As expected, when nitrogen is no longer limiting, fertilisation had a strong positive
effect on %N in green leaves, which was the intermediate variable more related to
FCPC. However, correlation analyses showed that the greatest difference in the %N
between components occurred between green leaves and dead tissue evidencing that
nitrogen was remobilised from senescent to young green leaves as described by Gastal
and Lemaire [36]. A consistent difference of 3.9% FCPC between green leaves and
dead tissue was observed for all treatments, regardless of whether they were fertilised
or not, showing that nitrogen continued to be a limiting factor of forage production
[37]. In contrast, our data also revealed slight variations of FCPC of the upper vs. the

bottom stratum evidencing that: (i) green leaves were distributed in all sward heights
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patches; and (ii) the density of leaves in the upper stratum did not cause excessive
shading of the lower leaves to prevent light reaching prostrate species.

In line with Lemaire and Belanger [23], we found an inverse relationship between
green leaves proportion and sward height, yet this finding was only observed during
spring evaluations. Although sward height patches were characterised by very
different species composition, the lack of a relationship between the proportion of
green leaves and sward height during both summers prevented us from detecting a
general response pattern. The increase of sward height only modified the components
of its structure by increasing stem proportion and reducing dead tissue proportion.
Nonetheless, these pathways did not affect the overall protein content of the forage.
There is strong evidence of the decline of FCPC as forage plants grow, which implies
a clear trade-off between forage biomass and its nutritional value [23,38-40].
However, unlike what was found by Lemaire and Belanger [23] mainly from studies
with pure tall fescue pastures, we did not find evidence of sward patch height having
any effect on the forage protein content. This difference could be explained by the
highly diverse grassland patches of the present study, which were probably grazed at
different intensities throughout the grazing cycles.

The SWA was the only factor that significantly influenced the forage protein content
throughout all the groups of intermediate variables of the structural model. This
emphasises what Knapp et al. [41] state regarding SWA as one of the main drivers of
forage production of NG. A greater SWA increased total nitrogen concentration in
green leaves, green leaves proportion and C4 perennial grasses proportion, while
decreasing at the same time dead tissue proportion in the forage biomass as well as the

frequency of winter annual grasses.

Despite all these changes, the effect of SWA on both green leaves’ nitrogen content
and green leaves proportion were key factors in explaining the variations in the FCPC.
The decline in SWA reduced the green leaves” nitrogen content and accelerated leaf
senescence [18], hence diluting the metabolic component (green leaves) as forage

biomass increased, as was postulated by Lemaire and Belanger [23]. The drought
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effect was in line with the response described by He and Dijkstra [18], in which the
reduction in the nitrogen absorption

capacity was greater than the decline in plant growth and contrary to what was reported
by Dumont et al. [19] (an increase in FCPC). This controversial effect of droughts on
the nitrogen content of plants has been clarified in the review of Deng et al. [42],
postulating that drought effects on soil nitrogen are mediated by drought duration and
intensity. In our study the drought was not extreme, which means that the effect of a
drought-induced limitation of nitrogen supply by water shortage would have been
greater than the restricted growth of the pasture, thus decreasing FCPC. Our study
identified both the main drivers and the intermediate pathways that influence FCPC of
a basaltic native grassland of Uruguay. We hope that the results of this study will
contribute to the development of prediction models for forage protein content to
improve the livestock nutrition of grazing ruminants of Campos native grasslands.
Nevertheless, we must highlight that the experiment was carried out on a site that
accumulates more than 20 years of fertilisation, in which changes in species

composition are not recent.

This situation allowed us to identify a long-term change in functional type frequencies
and to include this effect in the structural model. However, a major limitation of the
study is that it is difficult to extrapolate our results to short-term effects in the early
years of a fertilisation scheme or other types of grassland communities. Hence, for
future studies, it would be advisable to take a larger sample size of sward patches of
more contrasting NG communities to capture, to a greater extent, the existing
variability.

2.7 CONCLUSIONS

The greatest forage crude protein content occurs in the upper strata of green leaves
during seasons without the occurrence of droughts in fertilised native grasslands. The

effects of fertilisation and soil water availability on the green leaves’ nitrogen content,
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-and to a lesser extent by influencing the proportion of green leaves-, were the main

pathways explaining the variation in the grassland forage crude protein content.

2.8 APPENDIX
A)

Soil water availability (%)

Soil water availability (%) for the period experiment.

Appendix B

Forage sample analyses were performed immediately after the samples arrived in the
laboratory. After that, a 0.1 g subsample of ground material was heated up to 60 °C
for at least 2 h until a stabilised weight was reached. For every 50 analysed samples
an alfalfa sample (LECO reference material) was used to ensure the precision of the
results of the prior 50 samples in terms of outlier identification. We used Tukey’s test
based on statistical methods to identify outliers. This process uses quartiles to identify
possible outliers. It can calculate the upper limit UF and lower limit LF in the data.
Outliers may be out of this range. LF = Q2 — (Q3 — Q1), UF =Q2 +(Q3 — Q1). Values
outside the range (UF) were considered as outliers and so these samples were
reanaly.sed. Reanalysis values still outside the above-mentioned threshold, were

eliminated
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3. CONCLUSIONES GLOBALES

El presente estudio identificé un modelo estructural que cuantifico los efectos directos
e indirectos de la fertilizacion nitrégeno-fosfatada, la altura del forraje y el contenido
de agua en el suelo en la PC del forraje en un campo natural de basalto en el norte de
Uruguay. Se identificaron tres grupos de variables que median el camino entre las
variables primarias (fertilizacion, altura del forraje y agua disponible en el suelo) con
el contenido de PC del forraje: i) el efecto en la concentracion de nitrégeno total en
hojas verdes; ii) el efecto en la estructura del dosel forrajero (porcentaje de: hojas
verdes, tallos y tejidos muertos) y iii)la composicion de tipos funcionales de especies

(porcentaje de gramineas anuales Cs, gramineas perennes Cs, gramineas perennes Ca).

Fueron registradas un total de 40 especies de media y alta dominancia (mayor a 5 %
de cobertura en parches de 0,1 m?) en las situaciones campo natural y campo natural
fertilizado. La estacion del afio, la fertilizacion, la disponibilidad de agua en el suelo y
la altura del parche provocaron modificaciones en la frecuencia de especies
indicadoras y en los componentes de la estructura del forraje del campo natural. En las
primaveras, el contenido de PC fue mayor en hojas verdes, en hojas de los estratos
iluminados y en periodos con ausencia 0 con moderadas restricciones hidricas en el

suelo.

El porcentaje de nitrégeno en hoja fue la variable que mas influyé en la concentracion
de PC del forraje, el cual es afectado, a la vez, tanto por la disponibilidad de agua en
el suelo como por la fertilizacion. Sin embargo, en este estudio se utilizo como unidad
porcentaje de PC en la biomasa y no con gramos o densidades por superficie de los
componentes estructurales. Por lo cual, un punto porcentual mas de PC puede
significar que proporcionalmente hay mas de ese componente que de los otros y no

necesariamente un aumento de masa del componente.

Esperamos que los resultados del presente trabajo puedan aportar informacion

relevante para la construccion de nuevos modelos que permitan orientar las decisiones
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de manejo del pastoreo y la fertilizacion del campo natural, asi como para predecir las
necesidades de suplementos proteicos en los predios ganaderos en diferentes

situaciones de manejo y clima.
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