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FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO EN UNA PRADERA DE

TREBOL HUBBA/BALLICO DE CORTE O DE PASTOREO
Biological Nitrogen Fixation in a Cut or Grazed Hubba Clover/Ryegrass Sward

J. Delgadillo-M artinez"*, R. Ferrera-Cerrato', A. Galvis-Spinola', A. Hernandez-Garay? y
M_.A. Cobos-Peralta?

RESUMEN

Se compar6 € manejo (corte versus pastoreo por
ovinos) en una asociacion de trébol hubba (Médlilotus
albus)-ballico perenne (Lolium perenne) en la
produccion de materia seca (MS) y fijacion biol6gica
de N, atmosférico. Se redlizaron cuatro ciclos de
corte pastoreo. Con mangjo por corte se mgord la
produccion de MS acumulada en los cuatro ciclos
(11.4 t ha' de MS con 35.06% de trébol hubba) en
comparacion con € pastoreo (9.6 t ha' de MS con
37.30% de trébol hubba). La fijacion de N, por
rizobios en simbiosis con trébol hubba fue similar en
corte que en pastoreo; pero, la poblacién de bacterias
fijadoras de N, de vida libre en la rizosfera de ballico
fue mayor en pastoreo que en corte.

Palabras clave: Mdilotus abus, Lolium perenne,
praderas asociadas, leguminosas, gramineas, fijacion
de nitrégeno, Rhizobium.

SUMMARY

The influence of sheep grazing or cutting on dry
matter (DM) yield and biological N, fixation in a
plant association composed of hubba clover (Méelilotus
albus) and perennial ryegrass (Lolium perenne) was
evaluated. Four cutting or grazing cycles were carried
out. During these four experimental cycles, DM was
higher in the cutting treatment (11.4 t ha™ containing
35.06% hubba clover) than in the grazing treatment
(9.6 t ha', containing 37.30% hubba clover).
N, symbiatic fixation was similar in both cutting and
grazing treatments. However, the population of
N, fixing bacteria of the rhizosphere of ryegrass was
higher in the grazing treatment than in the cutting
treatment.
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INTRODUCCION

El ciclo global del nitrégeno est4 constituido por
cinco fases primarias: mineralizacién, nitrificacion,
desnitrificacion, fijacion biolégica e inmovilizacion.
La actividad humana ha influido en la mayoria de los
procesos que componen estas fases; en especial, la
fijacion del abundante y estable N, molecular, que
representa 79% de la atmésfera en formas
aprovechables para los cultivos (Echegaray-Aleman,
1995). De importancia agropecuaria es la contribucion
de rizobios que fijan N, atmosférico [hasta
200 kg ha* afio™ de N (Bolger et al., 1995)] de manera
simbidtica en nédulos de la mayoria de las plantas de
la familia Fabaceae. Estas cantidades pueden
sustituir, en parte, la fertilizacion quimica
nitrogenada; pero, para que € ingreso de N, sea detal
magnitud, deben de cumplirse condiciones favorables
paralaleguminosay sus microsimbiontes (Dear et al.,
1996), como: temperatura, pH, humedad, contenido de
N-inorgénico, Fe, Co, Mo y P en & suelo (Ofosu-
Budu et al., 1992; Hardarson, 1993). Ademés, las
gramineas mantienen en su rizosfera un habitat ideal
para la proliferacion de bacterias de vida libre
fijadoras de N, atmosférico. Entre los géneros
conocidos con esta funcion estan: Azospirillum,
Bacillus, Bejerinckia, Azotobacter y Pseudomonas
(Echegaray-Alemén, 1995). La fijacién de N, por
estos microorganismos puede s de 10 a 90
kg ha* afio™ en gramineas cuyos exudados radicales y
las condiciones ambientales favorezcan a estas
bacterias (Chanway et al., 1990).

En praderas asociadas (leguminosas y gramineas),
lafijacion simbidtica de N, atmosférico depende de la
proporcién de las leguminosas (Matches, 1989;
Burton y DeVane, 1992; Ledgard y Stedle, 1992;
Fothergill y Davies, 1993). El pastoreo de ovinos o
bovinos reduce la fijacién de N, en comparacion con
equinos y caprinos (Gong et al., 1996; Del Pozo et al .,
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1996). Algunos autores concuerdan en que el pastoreo
favorece la fijacion simbidtica de N, atmosférico
(Sandford et al., 1995) y otros indican que € pastoreo
la reduce o inhibe (Saunders, 1984; Ledgard y Stecle,
1992; Whedler et al., 1997), en comparacion con €
manegjar las praderas asociadas por corte. Debido a
esta polémica, d presente trabajo se planted para
indicar los efectos en produccion de materia seca y
fijacion biologica de N, atmosférico debido a estos
tipos de manejo en una pradera de trébol hubba con
ballico perenne, evaluando, a su vez, la funcién de los
microorganismos de vida libre fijadores de N
atmosférico asociados a la rizosfera de ballico, de los
cuales existe poca informacién en praderas de
leguminosas-graminess.

MATERIALESY METODOS

El experimento serealiz6 en e Campo Montecillo
del  Colegio de Postgraduados, ubicado a
19°27'30" N y 98° 54' 14" O, y 2241 m de altitud.
Trece dias antes de la siembra, se realizé un muestreo
para la determinacion de caracteristicas quimicas
iniciales del suelo. Se determind pH en agua 1:2
suelo/agua (7.9), conductividad eléctrica (0.42 dS m’
1, K intercambiable [23.5 mg kg' de suelo seco
(Mehlich, 1984)] y P-Olsen [29 mg kg™ de sudlo seco
(Olseny Dean, 1965)].

Se establecié una asociacion de trébol hubba
(Médlilotus albus) y ballico perenne (Lolium perenne)
en condiciones de riego. El trébol hubba se inocul6
con seis cepas de Rhizobium meliloti. Las cepas Cply
Cp89, pertenecientes a la coleccion Microbiana
Internacional del Area de Microbiologia del Colegio
de Postgraduados y las cepas Cpmex173, Cpmex176,
Cpmex177, Cpmex178 y Cpmex179 provenientes de
suelos de Nochistlan, Oaxaca. Se realizaron cortes de
homogeneizacién de la altura de las plantas a 30 cm, a
90 y 130 dias después de la siembra (dds). A 160 dds
iniciaron los ciclos de corte/pastoreo, los cuales
fueron cuatro. El &ea de cada unidad experimental
fue de 125 m’. Se incluyeron dos tratamientos con
cinco repeticiones: 1) aprovechamiento por corte,
realizando éste aproximadamente a 15 cm de altura 'y
2) aprovechamiento por pastoreo, el cual fue rotativo
con un dia de ocupacion y 20 dias de descanso.
Se pastorearon borregos criollos con un peso entre
23y 44 kg estableciendo una asignacion de forrgje de
10 a 12%. Se utilizo cerco eléctrico para delimitar las
unidades experimental es en este tratamiento.
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Variables Evaluadas

Produccion de materia seca vegetal. Un dia antes y
un dia después de redlizar e corte/pastoreo de la
pradera, se tom6 una muestra (tres repeticiones por
unidad experimental) del forragje presente, con la
utilizacion de un cuadro de alambrén de 0.25 cm’
arrojado a azar dentro de la unidad experimental. Con
este material se formd una muestra compuesta por
tratamiento. Se separé & material vegetal fresco para
pesarlo y determinar la composicion botanica de la
pradera. El material separado se sec a 75 °C en horno
con extraccion de aire (Salvis, Modelo Thermocenter
100X) durante 48 h. Se saco del horno y se peso. Se
determind & peso seco del forraje ofrecido (antes del
corte/pastoreo) y  residual (después  de
corte/pastoreo); ademés, se calculd € forrae
aprovechado, siendo éste € resultado de sustraer €
forrgjeresidual al ofrecido.

Fijacion simbidtica de N atmosférico en trébol
hubba. Se determind la reduccion de acetileno (Lee
et al., 1977) en raices de trébol hubba (cinco plantas
de cada tratamiento) un dia antes de cada ciclo de
corte/pastoreo. Para determinar la cantidad de
acetileno/etileno, se utilizé un cromatdgrafo de gases
(Varian 2440 con detector de ionizacion de flama 'y
columna de 2 m de largo y 1/8 de pulgada de
diametro, empacada con Porapak N). Ademas, las
raices utilizadas en esta determinacion se lavaron con
agua corriente para luego separar, contar y pesar €l
nimero de noédulos no-senescentes. Se calculd la
reduccion de acetileno por planta (fijacion total) y por
gramo de nédulos secados a 70°C durante 48 h
(fijacion especifica).

Poblacion de bacterias de vida libre fijadoras de
N atmosférico en rizosfera de ballico. En los cuatro
ciclos de corte/pastoreo, se determiné € tamafio de la
poblacion de bacterias de vida libre fijadoras de
N, atmosférico por e méodo del nimero més
probable (NMP). Para esto, se redlizaron diluciones
decimales del sudo rizosférico y éstas se sembraron
por quintuplicado en tubos de ensayo con tapon de
algodén (Pochon y Tardeux, 1962), que contenian
2mL del medio de cultivo con fuente combinada de
carbono [Solucion A: 0.8 g de K,HPO,, 0.2 g de
KH,PO,, 0.1 g de NaCl, 0.028 g de Na,-Fe-EDTA,
0.025 g de NazM0O,-H,O, 0.025 g de extracto de
levadura, 5 g de manitol, 0.5 mL de lactato de sodio a
60%, 900 mL de agua destilada y 2 mL de una
solucion alcohdlica de azul de bromotimol a 0.5%.
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Solucion B: 0.2 g de MgSO,4-H,0, 0.06 g de CaCl, y
100 mL de agua destilada. Cada solucion se gjusta a
pH 7, se esterilizan por separado a 18 |bs plg? durante
18 min. Una vez tibias, se mezclan y se les adiciona
5ug de biotina, 19 pg de acido p-aminobenzoico y
40 pg de actidiona (Rennie, 1981)]. Se incubaron los
tubos a 27 °C por 72 h. Se consideraron positivos los
tubos en los que e medio de cultivo cambid de color
azul turquesa a amarillo o a azul rey y negativos los
tubos en los que € medio de cultivo no cambié de
color. Los célculos de NMP se redlizaron de acuerdo
con las tablas de Alexander (1982).

Andlisis estadistico. El experimento se gjustdé a un
modelo completamente al azar con dos tratamientos y
cinco repeticiones y se analiz6 mediante la prueba de
Tukey de comparacién de medias con 5% de
significancia, en € programa de cOmputo SAS,
Version 6.12 (SAS Institute, 1996).

RESULTADOSY DISCUSION
Produccion de M ateria Seca Vegetal

La pradera produjo més fitomasa total al
aprovecharse por corte que por pastoreo (P> 0.05),
siendo 11.4 t ha* de materia seca (M'S) con 35.06% de
trébol hubbay 9.6 t ha* de M'S con 37.30% de trébol
durante los cuatro ciclos en corte y pastoreo,
respectivamente. Asimismo, la produccién de trébol
hubba fue similar (P < 0.05) a aprovechar la pradera
por corte que por pastoreo, 4.0 y 3.7 t ha' de MS,
respectivamente. Pero, la produccion de ballico fue
mayor (P>0.05) a aprovecharla por corte con
7.4tha’ de MS que por pastoreo con 6.0 t ha' de
MS. Jiménez y Martinez (1985) mencionaron que, en
comparacion con € corte, cuya eficiencia de
aprovechamiento es de hasta 97%, en pastoreo se
produce menor cantidad de forraje, pues su eficiencia
de aprovechamiento es de 60% o menor. Sin embargo,
la produccion mayor en corte que en pastoreo pudo
deberse a que la asignacion de forraje de 10 a 12%
inhibi6 el rebrote vigoroso del trébol; ya que Sanford
et al. (1995) reportaron que, en una pradera de
Trifolium subterraneum asociada a Arctotheca
calendula, la produccion de forrgje en pastoreo fue de
118 y en corte de 7.8 t ha' de MS. Esto lo
atribuyeron a que, en d tratamiento de pastoreo, la
carga animal fue 25% menor que la recomendada, por
lo que & contenido de la leguminosa no fue menor
que 30% durante € ciclo de experimentacion.
Ademés, indicaron que en pastoreo se afecto e area
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foliar residual de la leguminosa menos que en corte,
por lo que en pastoreo se presentd un rebrote mas
vigoroso. En € presente trabajo, € trébol hubba fue
afectado por las defoliaciones en ambos tratamientos,
ya que e contenido de esta leguminosa se redujo de
67 a 12% en corte y de 83 a 5% en pastoreo
(Figural).

Fijacion Simbidtica de N, en Trébol Hubba

La fijacién de N, atmosférico por rizobios en
simbiosis con trébol hubba, promedio de los cuatro
ciclos, fue similar (P < 0.05) en corte que en pastoreo,
con 1.83 y 1.36 nmol de C,H, producidos planta™ h,
respectivamente. Wheeler et al. (1997) mencionaron
que la fijacion de N, atmosférico en praderas de
Trifolium spp./ballico perenne fue mayor en corte con
65 kg ha* de N que en pastoreo con 35 kg ha* deN e
indicaron que con la asignacion de 10%, € pastoreo
redujo la persistencia de la leguminosa en la pradera.
Por lo contrario, Unkovich et al. (1998) mencionaron
que pastoreos intensos (16 borregos ha') fuerzan e
consumo del pasto, y no sdlo € de las leguminosas,
por lo que aumenta d rebrote de las leguminosas y la
fijacion de N, atmosférico de éstas, en comparacion
con pastoreos menos intensos (8 borregos ha) y con
corte. Sandford et al. (1995) mencionaron que la
fijacion de N, atmosférico por  Trifolium
subterraneum aumenta con la intensidad de pastoreo,
hasta un limite en € que € sobrepastoreo inhibe
rebrote y la fijacion de N, atmosférico. En € presente
trabajo, la fijacion de N, atmosférico se relaciond
(R*=10.98) con @ porcentgje de trébol hubba en la
pradera (Figura 1), por lo que a reducirse la
persistencia de la leguminosa en la pradera, se inhibio
la fijacién simbidtica de N, atmosférico en ambos
tratamientos. Lo anterior indica que e trébol hubba no
soportd e corte a 15 cm de altura, ni € pastoreo con
asignaciones de 10 a 12% y, con esto, la fijacion de
N, atmosférico también se redujo. Kishinevski et al.
(1992) reportaron €l efecto del corte en la reduccion
de la fijacién simbidtica de N, atmosférico en
Trifolium alexandrinum y mencionaron que la
inoculacién con Rhizobium trifoli provocd un aumento
de 39% de la materia seca a primer corte en
comparacion con los tratamientos sin inocular; pero,
en cortes sucesivos, la produccion de materia seca fue
similar en tratamientos inoculados y no-inoculados.
Sin embargo, Bolger et al. (1995) y Peoples et al.
(1995) consideraron que la fijacion de N, atmosférico
es afectada principalmente por la humedad del suelo
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Figura 1. Contenido de trébol hubba y fijacion especifica de N, atmosférico en una pradera asociada
detrébol hubbay ballico perenne (promedio de cinco r epeticiones).
FN = fijacion smbidtica de N, atmosférico. Letras distintas en columnas del mismo ciclo indican diferencias

estadisticas entre corte y pastoreo (Tukey, a =0.05).

y no por factores de la planta, 1o cual no es € caso de
los resultados del presente trabajo, ya que la pradera
se mangjé con riegos y los suelos siempre tuvieron
humedad adecuada.

El ndmero de nodulos fue similar en ambos
tratamientos; en promedio de los cuatro ciclos se
presentaron 38.9 y 36.7 nodulos planta® en corte y
pastoreo, respectivamente. El nimero de nédulos no
presentd descensos marcados (Figura 2) durante los
cuatro ciclos de corte/pastoreo en comparacion con lo
ocurrido con la fijacion simbiética de N, atmosférico.
Lo anterior indica que los nédulos se formaron, pero
después del primer ciclo de experimentacion no
fueron efectivos.

La fijacion especifica de N, atmosférico
(produccion de C,H, planta™ h* dividida entre e peso
seco de los nodulos de la planta) se redujo
drésticamente en e segundo ciclo de corte/pastoreo
(Figura 2).

Bacterias de Vida Libre Fijadoras de
N, Atmosférico en Rizosfer a de Ballico

En d tratamiento de pastoreo se presenté mayor
(P> 0.05) numero de microorganismos de vida libre
fijadores de N,, en comparacion con € tratamiento de
corte del segundo al cuarto ciclo de corte/pastoreo. En
el primer ciclo, la poblacion fue similar (P < 0.05) en
ambos tratamientos (Cuadro 1).

Ghani-Nugroho y Kuwatsuka (1992) mencionaron
que la aplicacion de materia orgénica a suelo
incrementa € nimero de microorganismos de vida
libre fijadores de N,. El tamafio de esta poblacién
microbiana estuvo correlacionado (R®=0.75) con la
cantidad de N, fijado por leguminosas, sdlo cuando la
materia organica aplicada tiene una relacion C/N
mayor que 51. Cuando se aplican materiales
orgénicos con més N, la respuesta es variable.
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Cuadro 1. Poblacién de bacterias de vida libre fijador as de N, atmosférico en rizosfera de raygras perenne asociado a trébol hubba.

Corte'

Ciclode Pastoreo
corte/pastoreo Li media Ls Li media Ls
----------- NMP X 10° bacterias de vidalibre fijadorasde N, g'de suddoseco - - - - - - - - - - -
ler 5.12 *16.90 a 55.70 4.48 *14.80 b 48.84
20 0.71 ¥2.35b 7.75 3.81 ¥12.60 b 41.58
30 0.32 Y1.07b 3.53 6.75 *22.30a 73.59
40 0.29 Y0.98 b 3.23 6.71 *22.15a 74.28

TLi = Iimiteinferior y Ls = Iimite superior del NMP con 95% de confianza. Promedio de cinco repeticiones con la misma letra (a,b) en la misma columna o
con el mismo subindice (*”) en la misma fila son estadisticamenteigual es (Tukey, a = 0.005).
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Figura2. Nimero de nddulos y fijacién especifica de N, atmosférico en trébol hubba en asociacién con
ballico perenne, durante cuatr o ciclos de cor te/pastor eo (promedio de cinco repeticiones).
FN = fijacion simbidtica de N, atmosférico Letras distintas en columnas del mismo ciclo indican diferencias

estadisticas entre corte y pastoreo (Tukey, a = 0.05).

Por lo anterior, es posible que, en € presente trabajo,
el aporte de heces en € tratamiento de pastoreo haya
estimulado € crecimiento de la poblacion de bacterias
devidalibrefijadoras de N, en larizosfera de ballico.
Wiehe y Hoflich (1995) mencionaron que la
mayoria de las bacterias promotoras del crecimiento
de la rizosfera de muchos cultivos se establecen en la
fase vegetativa (10" a 10° UFC g* de raiz), pero
durante la maduracion de las plantas, la poblacion de
estos microorganismos se reduce (10> UFC g de
raiz). Ademas, estos autores indicaron que |os rizobios
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y las bacterias fijadoras de N, atmosférico de vida
libre se establecen en la rizosfera de los cultivos
durante todo € ciclo vegetativo y su establecimiento
no depende del aporte de materiales orgénicos al
suelo, sino de interacciones moleculares entre los
microorganismos y los exudados radicales. Los datos
del Cuadro 1 no soportan esa aseveracion, ya que, en
pastoreo, las bacterias fijadoras de N, de vida libre no
se establecieron durante todo € afio en € tratamiento
de corte. Sin embargo, en pastoreo, donde hubo aporte
de materia organica por las heces de |os borregos, esta
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poblacion si se establecié durante todo € ciclo de
experimentacion.

CONCLUSIONES

- El contenido de trébol hubba en la pradera se redujo
drésticamente al manejarla por corte a una altura
aproximada de 15 cm y también por pastoreo con una
asignacion de 10 a 12%, por lo que se recomienda
degjar una mayor area foliar remanente para asegurar
su persistencia en asociacién con ballico. Debido a lo
anterior, la fijacion simbidtica de N, atmosférico se
redujo drasticamente después del primer ciclo de corte
pastoreo.

-El factor que més influencid la fijacion de
N, atmosférico por los rizobios en simbiosis con
trébol hubba fue la defoliacidn de esta leguminosa.

- La poblacion de bacterias de vida libre fijadoras de
N, atmosférico fue mayor en pastoreo que en corte;
ademés, en pastoreo se mantuvo la poblacién de estos
microorganismos en |os cuatro ciclos, mientras que en
corte, la poblacién se redujo desde € segundo ciclo.
Lo anterior puede atribuirse al aporte de compuestos
carbonados por las excretas de los ovinos que
favorecieron € desarrollo de fijadores libres de
N, atmosférico.
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